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RESUMO

SCARIOT, M. C. Lactobacillus paracasei em iogurte artesanal: monitoramento da
viabilidade celular e capacidade de biocontrole contra os principais microrganismos
patogenos de origem alimentar. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos),
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa
Catarina, Floriandpolis.

Bactérias acido laticas (BAL), como Lactobacillus paracasei, t€m sido frequentemente
adicionadas a diversas matrizes alimentares devido ao potencial probiodtico, as
propriedades antimicrobianas e as inimeras caracteristicas tecnoldgicas que apresentam.
Alimentos fermentados, como iogurtes, tém sido usados como veiculo para a
incorporagao de tais estirpes, pois proporcionam um bom ambiente para o crescimento e
proliferagdo das bactérias. Produtos fermentados sdo geralmente considerados seguros,
pois tém baixo pH e essa caracteristica ndo favorece o crescimento de bactérias
patogénicas de origem alimentar. No entanto, estudos recentes tém evidenciado a
sobrevivéncia e a capacidade de proliferagdo de microrganismos patogénicos nesses
ambientes. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi utilizar uma cepa de L. paracasei
como potencial probiotico e agente de biocontrole em amostras de iogurte artesanal. Para
isso, foi desenvolvido um ensaio molecular, baseado em PCR quantitativa (QPCR)
combinado com monoazida de propidio (PMA), um corante intercalante de DNA, afim
de diferenciar e quantificar as células vidveis de L. paracasei. Além disso, foram
desenvolvidos iniciadores espécie-especificos para a detecgdo e quantificacdo de L.
paracasei por JPCR e investigou-se a capacidade de biocontrole de L. paracasei contra
microrganismos patogénicos de origem alimentar em amostras de iogurte artesanal.
Primeiramente, L. paracasei foi cultivado em meio de cultura e submetido a tratamento
térmico a 60 °C por diferentes periodos de tempo e iogurte contendo L. paracasei foi
preparado e armazenado a 4 °C por 30 dias. As células vidveis foram quantificadas usando
ensaios qPCR e PMA-qPCR tendo como alvo o gene tfuf e também por contagem em
placa. Curvas padrdes foram preparadas e a eficiéncia média obtida foi de 94 % e 96 %
(R? > 0.98) para L. paracasei em meio de cultura e iogurte armazenado por um dia,
respectivamente. O limite de deteccdo (LOD) para ambas as amostras foi de 10* copias
do genoma, correspondendo a 32.1 pg de DNA. Os resultados de contagem obtidos para
L. paracasei tratado termicamente foram concordantes pelos métodos PMA-qPCR e
contagem em placa. O valor de UFC reduziu conforme o tempo do tratamento térmico
aumentou, enquanto a contagem por qPCR se manteve constante. A enumeracdo de L.
paracasei obtida por qPCR para iogurte suplementado com a cepa potencialmente
probiodtica armazenado por um dia e 30 dias foram maiores do que a enumeracdo por
PMA-qPCR para as mesmas amostras. Os valores de contagem em placa foram similares
aos valores de UFC obtidos por PMA-qPCR. Com relagdo aos iniciadores espécie-
especificos, sete pares com diferentes regides como alvo foram sintetizados. Os pares de
iniciadores Lseil e Lsei2, cujo alvo é o gene responsavel pelo sistema
manose/frutose/acetil-galactosamina mostraram resultados satisfatorios, amplificando
amostras positivas com Cq médio de 17,43 e 20,83 para cada iniciador, respectivamente.
Diferentes estirpes de BAL, incluindo L. paracasei € microrganismos patogénicos foram
cultivados em caldo MRS e BHI a 37 °C por 24hs, respectivamente. Os microrganismos
foram inoculados em placas de 24 pocos em concentracdes pré-determinadas, afim de
avaliar a capacidade das estirpes em sobreviverem e multiplicarem-se sob condigdes
acidas e de armazenamento a frio. Em condi¢des 4cidas (pH 4,0 e 4,5), observou-se que
todos os patogénicos e as BAL foram capazes de sobreviver por até 6 horas. Quando a



condic¢do acida e 0 armazenamento a frio foram aplicados simultaneamente, foi observado
um aumento na contagem bacteriana de todos os microrganismos, demonstrando que a
combinacdo de ambas as condigdes pode favorecer a multiplicagdo dos mesmos. Para
avaliar a atividade antimicrobiana de 5 estirpes de BAL, dois métodos foram utilizados:
ensaio de agar spot e ensaio de difusdo em poco. Dentre as BAL avaliadas, L. paracasei
subsp. paracasei foi a que apresentou o melhor efeito antagdnico contra todas as estirpes
de patogenos testados. Por isso, essa estirpe foi adicionada a amostra de iogurte artesanal,
afim de avaliar a capacidade da estirpe L. paracasei em atuar como potencial probidtico
e agente de biocontrole. As amostras de iogurte foram pos-contaminadas com 3 diferentes
microrganismos patogénicos e armazenadas a 7 e 12 °C. L. paracasei subsp. paracasei
mostrou ser capaz de reduzir a contagem dos 3 patogénicos em niveis consideraveis. Estes
estudos mostram que L. paracasei e seus compostos extracelulares podem representar
uma estratégia eficiente para prevenir surtos de origem alimentar em produtos artesanais,
além de demonstrar que abordagens moleculares tem oferecido resultados precisos,
confiaveis e mais rapidos quando comparados aos métodos classicos da microbiologia
para a quantificacao de células viaveis em alimentos.

Palavras-chave: Lactobacillus paracasei; QPCR; PMA; Agente de biocontrole.



ABSTRACT

SCARIOT, M. C. Lactobacillus paracasei in artisanal yoghurt: monitoring cell
viability and bio-control capacity against major foodborne pathogenic
microorganisms. 2020. Thesis (Ph.D. in Food Science), Program of Post-graduation in
Food Science, Federal University of Santa Catarina, Florianopolis.

Lactic acid bacteria (BAL), such as Lactobacillus paracasei, have been frequently added
to diverse food matrices due to their probiotic potential, their antimicrobial properties and
the numerous technological characteristics they present. Fermented foods, such as yogurt,
have been used as a vehicle for incorporating such strains, as they provide a good
environment for the growth and proliferation of bacteria. Fermented products are
generally considered safe, they have low pH and this characteristic does not favor the
growth of foodborne pathogenic bacteria. However, recent studies have shown the
survival and the ability of pathogens to proliferate in these environments. In this context,
the main objective of this work was to use the bacterium L. paracasei as a probiotic
microorganism and biocontrol agent in samples of artisanal yogurt. For this, a molecular
assay was developed, based on quantitative PCR (PCR) combined with propidium
monoazide, an intercalating DNA dye, in order to differentiate and quantify viable L.
paracasei cells. In addition, species-specific primers were developed for the detection
and quantification of L. paracasei by qPCR and the biocontrol capacity of L. paracasei
against foodborne pathogenic microorganisms in artisanal yogurt samples was
investigated. First, L. paracasei was grown in culture medium and subjected to heat
treatment at 60 ° C for different periods of time and probiotic yogurt containing L.
paracasei was prepared and stored at 4 © C for 30 days. Viable cells were quantified using
qPCR and PMA-qPCR assays targeting the tuf gene and also by plaque counting.
Standard curves were prepared and the average efficiency obtained was 94% and 96%
(R*> 0.98) for L. paracasei in culture medium and probiotic yogurt stored for one day,
respectively. The detection limit (LOD) for both samples was 10* copies of the genome,
corresponding to 32.1 pg of DNA. The counting results obtained for thermally treated L.
paracasei were consistent with the PMA-qPCR and plate counting methods. The CFU
value decreased as the heat treatment time increased, while the qPCR count remained
constant. The enumeration of L. paracasei obtained by qPCR for probiotic yogurt stored
for one day and 30 days was greater than the enumeration by PMA-qPCR for the same
samples. The plate count values were similar to the CFU values obtained by PMA-qPCR.
Regarding species-specific primers, seven pairs with different target regions were
synthesized. The pairs of primers Lseil and Lsei2, whose target is the gene responsible
for the mannose / fructose / acetyl-galactosamine system, showed satisfactory results,
amplifying positive samples with an average Cq of 17.43 and 20.83 for each primer,
respectively. Different strains of BAL, including L. paracasei and pathogenic
microorganisms were grown in MRS and BHI broth at 37 © C for 24 hours, respectively.
The microorganisms were inoculated in 24-well plates at predetermined concentrations,
in order to evaluate the ability of the strains to survive and multiply under acidic
conditions and cold storage. Under acidic conditions (pH 4.0 and 4.5), it was observed
that all pathogens and BAL were able to survive for up to 6 hours. When the acidic
condition and cold storage were applied simultaneously, an increase in the bacterial count
of all microorganisms was observed, demonstrating that the combination of both
conditions can favor their multiplication. To evaluate the antimicrobial activity of 5 BAL
strains, two methods were used: spot agar assay and well diffusion assay. Among the
BAL evaluated, L. paracasei subsp. paracasei showed the best antagonistic effect against



all strains of pathogens tested. Therefore, this strain was added to the artisanal yogurt
sample, in order to assess the ability of L. paracasei strain to act as a probiotic and
biocontrol agent. The yogurt samples were post-contaminated with 3 different pathogens
and stored at 7 and 12 ° C. L. paracasei subsp. paracasei has been shown to be able to
reduce the count of the 3 pathogens to considerable levels. These studies show that L.
paracasei and its extracellular compounds can represent an efficient strategy to prevent
food-borne outbreaks in artisanal products, in addition to demonstrating that molecular
approaches have offered accurate, reliable and faster results when compared to classic
microbiology methods for quantification of viable cells in food.

Keywords: Lactobacillus paracasei; QPCR; PMA; Bio-control agent.
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INTRODUCAO

Atualmente, os consumidores ndo estdo interessados apenas no sabor dos
alimentos, mas principalmente nos beneficios a saude. Existe uma demanda crescente por
alimentos que oferecem bem-estar e contribuem para o prolongamento de vida, como
alimentos funcionais (ROBERTS et al., 2018).

O conceito de alimento funcional foi definido em 1984 por pesquisadores
japoneses que investigaram correlagdes entre nutricao, qualidade sensorial ¢ modulagao
de sistemas fisiologicos (SIRO et al., 2008). Segundo a Resolugdo n° 19 de 30 de abril de
1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os alimentos podem
apresentar alegacdo de propriedade funcional ou alegacdo de propriedade de satde. A
primeira ¢ relativa ao papel metabolico ou fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente
tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo ¢ outras fun¢des normais do
organismo humano, enquanto a alegacao de satde ¢ aquela que afirma, sugere ou implica
a existéncia da relagdo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou condicdo
relacionada a saiude. Os alimentos funcionais podem melhorar as condi¢des do corpo,
reduzir ou prevenir o risco de algumas doengas e consequentemente, melhorar o bem-
estar do consumidor (TUFARELLI; LAUDADIO, 2016). Diferentes componentes
funcionais tém sido adicionados as matrizes alimentares para fornecer esses beneficios,
como os prebioticos, probidticos e simbidticos (DE VUYST; LEROY, 2007; ILHA et al.,
2015).

Os alimentos probidticos sdo os principais responsaveis pelo crescimento do
mercado de alimentos funcionais (GRANATO, DANIEL., 2010). Eles sdao definidos
como ‘“microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satde do hospedeiro” (HILL et al., 2015). As espécies de
Lactobacillus e Bifidobacterium s3o as mais utilizadas como cepas probidticas
(CAROLINA; BURITI; ISAY, 2007; CHIANG, S.; PAN, 2012; DAVIS, 2014; ILHA et
al., 2015; VILLARREAL et al.,, 2013). Estudos tém demonstrado que alimentos
probioticos podem ser eficazes na redu¢do do nivel sérico de colesterol, disturbios
intestinais, doencgas inflamatorias e também melhoram a fungao gastrointestinal, o sistema
imunologico e reduzem o risco de cancer de colon (BASU et al., 2018).

A aplicagdo de cepas probidticas em lacteos € frequente, pois proporcionam um
bom ambiente para o crescimento e proliferagdo das bactérias (SONG; IBRAHIM;

HAYEK, 2012). Alimentos como iogurte t€ém sido comumente usados como veiculo para
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a incorporagao de cepas probioticas (DAVE E SHAH, 1997; KRISTO et al., 2003; VAN
DE CASTEELE et al., 2006; SACCARO et al., 2009; HAN et al. al., 2014; ILHA et al.,
2016; SCARIOT et al, 2017). Os métodos microbiologicos classicos, também
conhecidos como métodos dependentes de cultivo sdo utilizados para identificar e
quantificar probidticos em matrizes alimentares. Entretanto, espécies de Lactobacillus,
especialmente os membros pertencentes ao grupo L. casei (L. casei, L. paracasei e L.
rhamnosus) sdo frequentemente dificeis de identificar pelas técnicas classicas, uma vez
que apresentam necessidades nutricionais € de crescimento semelhantes (CAROLINA;
BURITI; ISAY, 2007; KAO, Y.-T.; LIU, Y.-S.; SHYU, 2007).

As técnicas classicas da microbiologia sdo técnicas que consomem quantidades
elevadas de reagentes e materiais e demandam dias para conhecer o laudo final da analise,
além de serem consideradas especificas necessitando muitas vezes de testes bioquimicos
confirmatorios. Como alternativa aos inconvenientes encontrados na utilizagdo das
técnicas classicas, os métodos conhecidos como independentes de cultivo tém sido
propostos. Esses métodos sdao baseados em analises diretas de DNA ou RNA extraido da
matriz alimentar (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013; RODRIGUEZ-LAZARO;
HERNANDEZ, (2015). A Reagio em Cadeia da Polimerase tem representado a técnica
base dos métodos independentes de cultivo (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013). Apesar
dos métodos independentes de cultivo terem resolvido os problemas de baixa
sensibilidade e especificidade das técnicas classicas, a incapacidade de diferenciar células
viaveis e ndo viaveis tornou-se um grande inconveniente, uma vez que o DNA ¢ capaz de
persistir no ambiente mesmo apds as células perderem a viabilidade (GARCIA-
CAYUELA et al., 2009; NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006; TABASCO; PELA;
REQUENA, 2009).

Uma maneira de discriminar DNA de células vidveis e ndo viaveis consiste no uso
de agentes intercalantes de DNA, tais como monoazida de propidio (PMA) (NOCKER,
CHEUNG et al., 2006). O uso de PMA em conjunto com a técnica qPCR tem sido
proposto para a quantificacao especifica de células viaveis em comunidades microbianas
(GANESAN et al., 2014; SUN et al., 2015).

Frequentemente, produtos fermentados como iogurte sdo considerados seguros.
Eles tém pH baixo e essa caracteristica ndo favorece o crescimento de muitos
microrganismos patogenos de origem alimentar (CUTRIM et al., 2016; KAMAL et al.,
2018). Apesar disso, muitos autores mostraram a sobrevivéncia de algumas bactérias

patdgenas em alimentos fermentados, especialmente iogurtes e outros produtos lacteos
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(AHMED; SHIMAMOTO, 2014; AKKAYA et al., 2015; ANTUNOVIC et al., 2018;
BACHROURI; QUINTO; MORA, 2006; KAMAL et al., 2018; MCINGVALE et al.,
2000; SEYOUM et al., 2015). Ainda, em muitos paises, esses produtos sdo feitos
artesanalmente a partir de leite cru, sem tratamento térmico ou boas condi¢des de higiene
(KAMAL et al., 2018). Desta forma, € necessario encontrar estratégias eficientes para o
controle de bactérias patogenas de origem alimentar e evitar ou reduzir os surtos
alimentares. Uma alternativa € o uso de agentes de biocontrole, isto €, o uso de culturas
protetoras, como cepas probioticas. As espécies de Lactobacillus com propriedades
probioticas e atividade antimicrobiana estdo bem documentadas (INGLIN et al., 2018;
KAMAL et al., 2018; VERMEIREN; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2004).

Desta forma, esta tese ¢ apresentada em capitulos. O Capitulo I apresenta uma
revisdo de bibliografia destacando conceitos fundamentais sobre os microrganismos
probidticos e sua atividade e contribuicdo na tecnologia de alimentos, bem como as
principais técnicas utilizadas na identificacdo, quantificagdo e avaliagdo de suas
propriedades. O Capitulo II apresenta o artigo publicado na revista International Journal
of Food Microbiology (Al; FI 4,006) em 2018, intitulado “Quantificagdo de células
viaveis de L. paracasei em iogurte probidtico por monoazida de propidio combinado com
PCR quantitativa”, o qual teve como objetivo principal desenvolver um ensaio PMA-
qPCR para quantificacdo de células vidveis de L. paracasei em amostras de iogurte
probiotico. O Capitulo III apresenta um estudo desenvolvido durante o estagio de
doutorado sanduiche no exterior, financiado pela CAPES, pelo periodo de 6 meses na
Universidade de Ghent, Bélgica. O estudo tem como titulo “Lactobacillus paracasei
como agente de biocontrole contra os principais microrganismos de origem alimentar em
iogurte artesanal” e foi submetido para a revista International Journal of Food
Microbiology. Nesse capitulo investigamos a sobrevivéncia e tolerancia de bactérias
acido laticas e microrganismos patdgenos sob condi¢des acidas e armazenamento a frio e
correlacionamos com as caracteristicas de biocontrole das bactérias acido laticas. Além
disso, avaliamos a capacidade de usar a estirpe L. paracasei como probiotico e agente de
biocontrole contra o crescimento de microrganismos patogenos em amostras de iogurte
artesanal. Por fim, o capitulo IV apresenta o desenvolvimento e sintese de iniciadores
espécie-especificos para a deteccdo especifica de L. paracasei utilizando PCR

quantitativa.
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1. Revisido Bibliografica

1.1 BACTERIAS ACIDO LATICAS

As bactérias acido laticas (BAL) constituem um grupo de microrganismos que
apresentam caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisioldgicas comuns. Entretanto,
ndo apresentam uma definicdo uUnica; sendo, portanto, descritas amplamente como
microrganismos gram-positivos, nao esporulantes, quase sempre catalase negativa,
anaerobios, aerotolerantes, acido tolerantes e com metabolismo estritamente
fermentativo, sendo o acido latico o principal produto da fermentacdo de carboidratos
(DE VUYST; LEROY, 2007; PFEILER; KLAENHAMMER, 2007).

As BAL encontram-se sob as formas de cocos ou bacilos e estdo associadas a
ambientes nutricionalmente ricos e complexos como vegetais, leite, carne e trato
gastrointestinal humano e animal. A fonte de energia ¢ proveniente de matérias organicas,
em especial os carboidratos e por isso sdo denominados quimiorganotréficos.
Classificam-se como mesofilos ou termofilos, apresentando temperatura Otima de
crescimento variando de 30 a 37 °C e de 45 a 50 °C respectivamente (CARR; CHILL;
MAIDA, 2002; FERREIRA, 2003).

As BAL sao fermentadoras de carboidratos e de acordo com o produto final da
fermentagdo sdo classificadas em: (a) homofermentativas, as quais catabolizam glicose
sob limitada disponibilidade de oxigénio na via Embden-Meyerhof-Parnas, resultando em
acido latico e (b) heterofermentativas, que utilizam a via das pentoses-fosfato para
degradar o substrato liberando como produto final acido latico, 4cido acético, etanol e gés
carbonico (GIRAFFA; CHANISHVILI; WIDYASTUTI, 2010; PATEL; MAJUMDER;
GOYAL, 2012).

Segundo Ferreira (2003), o grupo das BAL compreende 15 géneros, entre eles:
Aerococcus, Atopobium, Bifidobacterium, Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus e Weisella.

Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactobacillus plantarum foram as primeiras
BAL com os genomas sequenciados (BOLOTIN et al., 2001). Desde entdo, o nimero de
genomas sequenciados de BAL tem crescido exponencialmente. Segundo Johnson;
Klaenhammer (2014), até o ano de 2014 mais de 100 diferentes cepas de BAL tiveram

seu genoma completo ou parcialmente disponiveis em bancos de dados.
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O grupo das BAL ¢ reconhecido como um dos mais importantes para o0 homem
devido as fun¢des que exercem tanto na produgdo e preservagao de alimentos quanto nos
aspectos da satide humana e animal (FERREIRA, 2003).

As BAL sao reconhecidas como microrganismos seguros € apresentam o GRAS
— “geralmente reconhecido como seguro”, do inglé€s “Generally Recognized as Safe), uma
designacdo proposta pela Food and Drug Administration (FDA) para substancias
quimicas e substancias adicionadas aos alimentos consideradas seguras por especialistas
(PARADA et al., 2007). Os metabolitos produzidos por esses microrganismos t€m sido
consumidos por humanos através dos alimentos fermentados ha milhares de anos e sem
nenhum conhecimento de efeitos adversos (PARADA et al., 2007; SIDOOSKI et al.,
2019).

No ambito da saude, muitas BAL sdo reconhecidas e utilizadas como
microrganismos probidticos, os quais sdo definidos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas e constantes conferem beneficios a
saude do hospedeiro (HILL et al., 2015). Os microrganismos probioticos apresentam a
capacidade de modular o crescimento da microbiota intestinal, diminuindo as populagdes
microbianas potencialmente prejudiciais e reforcando os mecanismos de defesa natural
do organismo (O’MAY; MACFARLANE, 2005).

As BAL contribuem no desenvolvimento de sabor, aroma, textura € no valor
nutricional dos alimentos, através da producdo de compostos de aroma, proteinas e
compostos nutricionais como as vitaminas (HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998).
Elas sdo ainda capazes de quebrar as moléculas de proteinas, gorduras e carboidratos
presentes nos alimentos, contribuindo assim para a melhoria da absor¢@o desses nutrientes
(GEMECHU, 2015; SIDOOSKI et al., 2019).

Na produgdo e preservacdo de alimentos, as BAL estdo relacionadas com
alimentos de elevada ou média acidez, como leites fermentados, iogurtes, queijos,
salames, presuntos, chucrutes, pepinos, carnes, cervejas, vinhos e fermentos para
panificagido (CORBO et al., 2014; MANI-LOPEZ; PALOU; LOPEZ-MALO, 2014).

Além da producdo de compostos que atuam diretamente nas caracteristicas
sensoriais dos alimentos fermentados, as BAL também desempenham papel na
preservacdo e seguranga microbiologica dos mesmos. A atividade antimicrobiana
apresentada pelas BAL deve-se principalmente a producdo de acido organicos, em
especial &cido latico e 4cido acético, didxido de carbono, etanol, acido formico, acidos

graxos, peroxido de hidrogénio e diacetil. Além disso, também pode produzir
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bacteriocinas, que sao peptideos ou proteinas, os quais podem atuar como bactericida ou

bacteriostatico (DE VUYST; LEROY, 2007).

1.2 GENERO Lactobacillus

Taxonomicamente, o género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe
Bacilli, ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (LEBEER;
VANDERLEYDEN; DE KEERSMAECKER, 2010) e ¢ considerado o maior grupo entre
as BAL, apresentando mais de 200 espécies e subespécies descritas (SUN et al., 2015).

Este grupo ¢ considerado extremamente heterogéneo, visto que abrange espécies
com uma ampla variedade de fendtipos e genoétipos estritamente relacionados entre si
(SAKALI et al., 2010). Com os avangos da biologia molecular, foi possivel identificar
diferengas genéticas entre os microrganismos ¢ desta forma, inimeras espécies sofreram
redenominagdes ou alteragcdes de género, sendo o género Lactobacillus um dos mais
submetidos a desagregacdo, agregagdo e redenominagao de espécies (WUYTS et al.,
2017).

A primeira cepa de Lactobacillus foi descrita por Moro, em 1900, o qual a
denominou de Lactobacillus acidophilus. Para essa denominagdo utilizaram-se poucos
critérios e por isso, todos os bacilos gram-positivos, asporogénicos, isolados da boca,
orgao reprodutor feminino e intestino passaram a ser denominados de L. acidophilus. Em
1970, Hansen e Mocquot descreveram a espécie com mais detalhes e novas propostas
comecaram a surgir (FERREIRA, 2003).

Dentre as inimeras espécies do género Lactobacillus, as que compde o grupo L.
casei sao as que mais sofrem ajustes de taxonomia por apresentarem comportamentos
fisiologicos e necessidades nutricionais muito semelhantes entre si (FELIS et al., 2001).
Desde a reunido da Judicial Commission of the International Committee for Systematic
of Prokaryotes em 2005, o grupo L. casei compreende trés diferentes espécies nomeadas
como L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus (CAROLINA; BURITI; ISAY, 2007). Essas
trés espécies foram discriminadas por RAPD-finger printing, pelo sequenciamento dos
genes tuf e cpn60 e por PCR espécie-especifica, tendo como alvo o gene 16S rDNA e
uma sequéncia intergénica entre os genes 16S e 23S (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013).

Na tecnologia de alimentos, as espécies do género Lactobacillus sao
frequentemente utilizadas na produgao e preservagao de alimentos devido a acidificagao

rapida e melhoria das caracteristicas sensoriais, tais como sabor e textura (DE VUYST;
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LEROQOY, 2007). Assim, sao utilizadas como culturas starter ou complementares em
queijos, iogurtes, vegetais fermentados, carnes fermentadas, producdo de vinho e cerveja,
massa azeda e silagem. A agdo conservante ocorre através do decréscimo rapido de pH
na matéria-prima crua, em consequéncia da producao de acido lactico, o principal produto
do metabolismo primario. A producao de bacteriocinas e compostos de aroma também
sdo importantes para qualidade e valor nutricional do produto final, além de ajudar a
expandir o espectro de utilidades tecnolédgicas do género (CAROLINA; BURITI; ISAY,
2007; DE VUYST; LEROY, 2007).

Além da importancia na tecnologia de alimentos, os membros do género
Lactobacillus tem contribuido significativamente na indistria quimica. Eles sdo capazes
de produzir enantiomeros de acido latico, os quais sdo utilizados na producdo de
bioplasticos. Outros compostos sdo também produzidos por Lactobacillus, tais como 1,3-
propanodiol, uma substancia amplamente utilizada em cosméticos, adesivos e na industria

téxtil (REDDY et al., 2008).

1.3 ESPECIE Lactobacillus paracasei

Lactobacillus paracasei ¢ uma bactéria Gram-positiva, possui forma de bastonetes,
ndo apresenta motilidade e sua temperatura 6tima de crescimento em meio de cultura varia
entre 10 °C e 40 °C. Essa bactéria ¢ responsavel pela producdo de L(+) acido lactico a partir
da amidalina, arbutina, celobiose, frutose, galactose, glicose, maltose, manitol e entre outros
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002). Devido ao potencial probidtico e a producdo de
antimicrobianos, além das inumeras propriedades tecnoldgicas, L. paracasei tem sido
frequentemente adicionado a diversas matrizes alimentares.

A descrigdo de Lactobacillus paracasei, segundo Klein, G.; Pack, A.; Bonaparte,
C.; Reuter (1998) foi baseada em poucos estudos cientificos, através da verificagdo da
homologia DNA-DNA, complementado por uma pequena descricdo de caracteristicas
fenotipicas das cepas. Entre as principais caracteristicas fenotipicas estdo a morfologia,
modo de fermentagdo de glicose, crescimento em diferentes temperaturas, configuragao do
acido lactico e fermentagdo de carboidratos. No entanto, as caracteristicas fenotipicas
apresentadas pelas BAL permitem distinguir somente a espécie L. rhamnosus, pois a mesma
¢ capaz de fermentar ramnose, enquanto as outras espécies ndo sdo capazes.

Segundo Kao, Y.-T.; Liu, Y.-S.; Shyu, (2007), os membros do género Lactobacillus,
em especial os membros do grupo L. casei (L. casei, L. paracasei e L. rhamnosus) sdo dificeis

de serem diferenciados por técnicas classicas, por apresentarem caracteristicas fenotipicas
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como necessidades nutricionais e de crescimento extremamente semelhantes. Desta forma,
técnicas analiticas rapidas e precisas como as técnicas moleculares sdo importantes para a
identificacdo, o monitoramento e a quantificacdo desses microrganismos, principalmente
quando os mesmos estdo inseridos em alimentos, tais como os probioticos.

A capacidade das cepas de Lactobacillus paracasei de atuarem como probioticos
foi evidenciada em diversos estudos. Valerio et al. (2006), demonstraram a capacidade de
cepas com potencial probiotico de Lactobacillus plantarum e Lactobacillus paracasei de
sobreviverem em alcachofras por no minimo 90 dias. Patrignani et al. (2006),
investigaram as caracteristicas tecnoldgicas e funcionais de BAL isoladas utilizadas na
producdo de um leite fermentado tradicional da regido de Maasai (Kenya). Os resultados
obtidos mostraram-se satisfatorios e permitiram a selecado de cepas potencialmente
probiodticas dotadas de propriedades tecnoldgicas. Entre tais propriedades, destaca-se a
alta viabilidade durante o armazenamento refrigerado, apds a acidificagdo rapida com
cepas de Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus paracasei.

Chiang, S. S. e Pan (2012) demonstraram a a¢do probidtica de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei cepa 101 NTU isolada de fezes de recém-nascidos e seus
produtos fermentados. A cepa mostrou-se capaz de sobreviver em pH baixo, tolerar altas

concentragdes de bile e ser eficaz no tratamento contra hipertensao e hipercolesterolemia.

1.4 MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

O termo probidtico tem origem grega e significa “para a vida”. Foi introduzido
pela primeira vez em 1965 por Lilly e Stillwell e era definido como o fator de origem
microbiologica responsavel por estimular o crescimento de outros organismos (DE
VRESE, M.; SCHREZENMEIR, 2008). Mais tarde, Fuller (1989), definiu probidtico
como um “suplemento microbiano vivo que beneficia a saude do animal hospedeiro
mantendo ou melhorando o balango da microbiota intestinal”, dando énfase para a
importancia de células viaveis como componente principal de um probidtico eficiente.

Em 1991, Huis in’t Veld e Havenaar propuseram que probiotico seria uma tnica
ou mistura de culturas bacterianas vivas, que poderiam ser empregadas em homens e
animais, de forma desidratada ou em produtos fermentados (ANUKAM, K. C.; REID,
2007).

Em 1907 a presenga dos microrganismos probidticos ja tinha sido evidenciada,

pelo cientista e professor do Instituto Pasteur, Elie Metchnikoff. O cientista postulou que
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as bactérias acido laticas ofereciam beneficios a saude humana e que promoviam
longevidade, ao sugerir que muitas doengas eram causadas pelo efeito de toxinas e
metabolitos produzidos por microrganismos ingeridos (ANUKAM, K. C.; REID, 2007).
Propds ainda que a intoxicacao intestinal e o envelhecimento poderiam ser suprimidos
modificando a microbiota intestinal e utilizando microrganismos benéficos para substituir
os proteoliticos como Clostridium, os quais sdo produtores de substincias toxicas
oriundas da digestdo de proteinas (PERES, C. M.; PERES, C.; HERNANDEZ-
MENDOZA, A.; MALCATA, 2012).

Diante da demonstracao cientifica de Metchnikoff acerca dos beneficios causados
por BAL, Henry Tissier, um pediatra francés, observou que criancas com diarreia tinham
em suas fezes um baixo niimero de bactérias caracterizadas por uma morfologia em forma
de “Y”. No entanto, essas mesmas bactérias eram abundantes em criancas saudaveis.
Assim, ele sugeriu que esses microrganismos fossem administrados em pacientes que
demonstrassem tal sintoma para auxiliar a restaurar a microbiota intestinal saudavel
(ANUKAM, K. C.; REID, 2007).

Atualmente, probioticos sdo “definidos como microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do hospedeiro”
(HILL et al., 2015). A industria de alimentos probidticos tem sido considerada o futuro
no mercado de alimentos funcionais. Dados econdmicos estimam um aumento de 3,3 para
7 bilhdes de dolares no mercado global de suplementos alimentares probioticos de 2015
a 2025 (Statista, 2019). Além disso, os consumidores estdo se tornando mais conscientes
e tém buscado alimentos que além da funcdo de nutrir, agreguem beneficios a satde,
orientando desta forma a industria de alimentos a enfatizar a promog¢ao de alimentos

funcionais (KHEDKAR; CARRARESI; BRORING, 2017).

1.4.1  Ciritérios de selecio de microrganismos probioticos e legislacao

Inimeras cepas de bactérias e leveduras tém sido caracterizadas como
potencialmente probidticas, no entanto, os membros pertencentes aos geéneros
Lactobacillus e Bifidobacterium constituem os principais representantes. Ambos o0s
géneros sao GRAS (“geralmente reconhecidos como seguros”) e também habitantes
dominantes na microbiota do intestino humano (VLASOVA et al., 2016).

Além disso, a Autoridade Europeia para Seguranga dos Alimentos (EFSA)

concedeu um status para algumas espécies de Lactobacillus, baseado em seus critérios de
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seguranca (identidade, possivel patogenicidade, uso final), denominado Presuncao de
Seguranca Qualificada — do inglés, “Qualified Presumption of Safety” (QPS) (RICCI et
al., 2017).

Até o momento, 36 espécies de Lactobacillus receberam o status de QPS e entre
elas incluem: L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L. paraplantarum, L. pentosus, L.
plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L. sakei, L. amylolyticus, L. amylovorus, L. animalis,
L. alimentarius, L. aviarios, L. brevis.

Para que um microrganismo seja considerado probiotico, de acordo com sugestdes
da Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO), da
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) e da Autoridade Europeia para Seguranca de
Alimentos (EFSA), é necessario que o mesmo atenda a uma série de critérios de seguranca
e funcionalidade, bem como, critérios relacionados as suas propriedades tecnologicas

(PAULINA MARKOWIAK; KATARZYNA SLIZEWSKA, 2017) (Tabela 1).

Tabela 1: Critérios de selec@o e propriedades desejadas para os microrganismos probidticos.

Critério de Selecao Propriedade Desejada

e Origem humana e/ou animal;
e Isolado do trato gastrointestinal de individuos saudaveis;

e Histérico de uso seguro;

Seguranca
e Identificacdo precisa;
e Auséncia de dados associados as doencas infecciosas;
e Auséncia de genes responsaveis por resisténcia a antibidticos.
e Competitividade em relagdo a microbiota habitante do trato
gastrointestinal;
e C(Capacidade de sobreviver e manter a atividade metabdlica no
trato gastrointestinal;
e Resisténcia aos sais biliares e enzimas;
Funcionalidade e Resisténcia ao pH 4cido do estdmago;

e Atividade antimicrobiana contra patdgenos;

e Resisténcia a bacteriocinas e acidos produzidos pela microbiota
intestinal enddgena,;

e C(Capacidade de adesdo e colonizagdo de sitios especificos no

organismo hospedeiro.
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e Alta produtividade de culturas;
e Facil producao;

e Estabilidade das propriedades desejadas durante os processos

de produgao;
Propriedade e Alta taxa de sobrevivéncia no armazenamento dos produtos
tecnologicas finais;

e (arantia das caracteristicas sensoriais desejadas no produto
final;
e Estabilidade genética;

e Resisténcia a bacteriéfagos.

Fonte: Adaptado de Paulina Markowiak; Katarzyna Slizewska (2017).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta as
diretrizes acerca dos microrganismos ¢ alimentos probiéticos. A Resolu¢ao RDC n° 241,
de 26 de julho de 2018, dispde sobre os requisitos para comprovagao da seguranca e dos
beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos. Enquanto a Resolu¢ao RDC n°
243, de 26 de julho de 2018, dispde sobre os requisitos sanitdrios dos suplementos
alimentares e a Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999, aprova o regulamento técnico
que estabelece as diretrizes bésicas para andlise e comprovacao de propriedades
funcionais e/ou de saude alegadas em rotulagem de alimentos.

Para que um microrganismo seja reconhecido como probiodtico, segundo a
legislacdo brasileira, ¢ necessaria a preparagdao de um dossié técnico-cientifico, que retine
informacdes essenciais para o processo de avaliagdo, incluindo: linhagem do
microrganismo, beneficios alegados, populacdo alvo, tipos de alimentos indicados para
sistema de entrega do microrganismo, quantidade minima sugerida para obtencdo do
beneficio a satde alegado e condigdes de uso. A identificagdo correta do microrganismo
é o primeiro passo. E necessario identificar a espécie de acordo com a nomenclatura
binomial mais atual, caracterizar através de metodologias especificas as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, especificar a origem da linhagem e comprovar o deposito da
linhagem em uma colecao de cultura internacionalmente reconhecida (BRASIL, 2008).

Com relacdo a seguranga dos microrganismos probidticos, a legislacao dita que ¢
necessario evidenciar: histérico de uso seguro do mesmo, auséncia de registros adversos

evidenciados através de estudos clinicos, auséncia de fatores de viruléncia e
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patogenicidade, auséncia de produgdo de substancias nocivas a saude e susceptibilidade
a, pelo menos, dois antibidticos (BRASIL, 2018).

Para que um alimento seja considerado probiotico € necessario que apresente uma
contagem de no minimo 10%-10” UFC/g de produto (HILL et al., 2015). No Brasil, a
legislacdo recomenda 108-10° UFC/porgdo didria do produto pronto para consumo. Além
disso, ¢ necessario um laudo de andlise que comprove a contagem minima viavel do

microrganismo até o fim do prazo de validade (BRASIL, 2008).

1.4.2 Mecanismos de acdo e beneficios atribuidos aos microrganismos

probioticos

Os mecanismos de a¢do dos microrganismos probidticos para exercer seus efeitos
benéficos a satide do hospedeiro ainda ndo estdo completamente elucidados. Diversos
estudos propdoem uma série de mecanismos, dentre os quais destacam-se: exclusdo
competitiva por sitios de adesdo e fontes nutricionais, produgdo de substancias
antimicrobianas, melhoria na fun¢do da barreira intestinal e imunomodulagdo (Figura 1)

(DE VRESE, M.; SCHREZENMEIR, 2008; WAN; FORSYTHE; EL-NEZAMI, 2019).

Figura 1: Mecanismos de a¢do dos microrganismos probioticos.
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Fonte: Adaptado de WAN; FORSYTHE; EL-NEZAMI (2019).
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A exclusdo competitiva ¢ um dos mecanismos de a¢do mais estudados. Acredita-se
que a exclusdo ¢ baseada na interacdo bactéria-bactéria, influenciada pela competi¢ao dos
nutrientes e sitios de adesao. Probioticos podem inibir o crescimento de patogenos atraveés
da interagdo entre proteinas de superficie e mucinas (glicoproteinas, agentes protetores
de mucosas) (SERVIN, 2004). Além disso, sdo capazes de transformar o ambiente a fim
de torna-lo menos favoravel para os competidores, através por exemplo da produgdo de
antimicrobianos (SCHIFFRIN; BLUM, 2002; WAN; FORSYTHE; EL-NEZAMI, 2019).

Em segundo lugar estd a produgdo de substancias antimicrobianas. Entre elas,
destacam-se peroxido de hidrogénio, acidos orgénicos e bacteriocinas. Essas substancias
atuam diretamente nas células bacterianas e/ou no metabolismo, impedindo o crescimento
de patdgenos e consequentemente, trazendo beneficios a satide do hospedeiro.

Infecg¢des por microrganismos patdgenos, doencas inflamatdrias intestinais e outras
desordens intestinais podem se desenvolver quando a barreira epitelial ndo esta atuando
de forma correta. E conhecido que os microrganismos probidticos sdo capazes de
colaborar na manutencao dessa barreira, melhorando as fungdes fisioldgicas. A maneira
pela qual os probidticos sao capazes de influenciar na barreira de protegao epitelial ainda
nao ¢ inteiramente conhecida. Alguns estudos mostram que ha um aumento da expressao
génica envolvida na sinalizacdo de jungdes estreitas. Por exemplo, os Lactobacillus
modulam a regulagdo de genes que codificam, em particular, proteinas de juncdo de
aderéncia, tais como E-caderina e B-catenina. Além disso, a incuba¢do com Lactobacillus
influencia diferencialmente a fosforilagdo das proteinas de adesdo e a abundancia de
isoformas da proteina quinase C (PKC), como a PKCd, que modula positivamente a
funcao da barreira epitelial (HUMMEL et al., 2012).

Outros estudos mostram a capacidade do probidtico em induzir ou super expressar
no hospedeiro a mucina, glicoproteinas que sao os principais componentes da camada de
muco epitelial que recobre o epitélio intestinal e estdo intimamente implicadas na satde.
A mucina forma uma barreira fisico-quimica que protege as células epiteliais de danos
quimicos, enzimaticos, mecanicos € microbianos e limita a aderéncia microbiana e a
subsequente invasdo (MACK et al., 2003). Os probiodticos podem aumentar a produgao
de mucina como um dos mecanismos para melhorar a fun¢do da barreira intestinal e,
posteriormente, os efeitos anti-adesivos de bactérias patdégenos por exclusio ou

deslocamento competitivo (COLLADO; ISOLAURI; SALMINEN, 2008). Foi
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demonstrado que varias espécies de Lactobacillus aumentam a expressdao de mucina nas
linhas celulares intestinais humanas (MATTAR et al., 2002).

Outro mecanismo proposto de acdo dos probidticos ¢ a imunomodulagdo no
ambiente gastrointestinal. A estimulagdo imunoldgica induzida por probioticos também
se manifesta pelo aumento da produgdo de imunoglobulinas, aumento da atividade de
macrofagos e linfocitos e estimulagdo da producdo de interferon y. Os componentes da
parece celular de bactérias acido laticas sdo capazes de estimular a atividade dos
macrofagos, os quais por sua vez, destroem os microrganismos através da producao de
radicais livres de oxigénio e enzimas lisossomicas (PAULINA MARKOWIAK;
KATARZYNA SLIZEWSKA, 2017).

Os principais efeitos benéficos a satde atribuidos aos microrganismos probioticos
sdo a modulacdo da resposta imunoldgica, com consequente melhora no quadro de
constipacao, reducdo, prevencao e tratamento de diversas doengas diarreicas; diminui¢ao
dos sintomas de intolerancia a lactose; efeito hipocolesterolémico e efeito anti-
mutagénico (DE VRESE, M.; SCHREZENMEIR, 2008; RAVULA; SHAH, 2008). Além
disso, alguns microrganismos probidticos sdo produtores naturais de vitaminas do grupo
B (B1, B2, B3, B6, B8, B9 ¢ B12).

Segundo a FAO e a OMS hé a necessidade de que as cepas probidticas permanegam
intactas no trato intestinal superior para garantir os efeitos de promocao da saude ao entrar
no local de acdo, independentemente do modo de entrega aplicado. Para isso, foi afirmado
que o nivel terapéutico minimo de microrganismos probidticos vidveis deve ser de pelo
menos 10% UFC / g de células vidveis durante o prazo de validade do produto (RAVULA;
SHAH, 2008). Os efeitos produzidos por probidticos tem duragdo limitada, por isso, €

recomendada a ingestdo continua de tais produtos (HILL et al., 2015).

1.4.3  Aplicacdes e perspectivas para os microrganismos probioticos

Os microrganismos probidticos devem atender a uma série de requisitos e aqueles
relacionados a tecnologia de sua produgdo sdo de extrema importancia, visto que os
microrganismos precisam sobreviver e manter suas propriedades durante os processos de
armazenamento e distribui¢do (LEE et al., 2009).

Inumeros sistemas de entrega de microrganismos probidticos ao organismo

humano tém sido estudados. As formulagdes farmacéuticas, sejam capsulas, liquidos ou
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comprimidos sao consideradas mais eficientes do que as preparagdes a base de alimentos,
entretanto, quando analisado o perfil de escolha do consumidor, nem sempre os produtos
farmacéuticos sio preferidos (KHEDKAR; CARRARESI; BRORING, 2017).

As preparagdes a base de alimentos representam um grande numero de alimentos
carreadores de microrganismos probioticos. As primeiras matrizes alimentares utilizadas
foram a base de lacteos, como queijos, iogurtes, sorvetes, leites e cremes acidificados.
Entretanto, atualmente ha uma busca por alimentos ndo lacteos que possam também ser
carreadores de probidticos, uma vez que ha um grande numero de alérgicos ou
intolerantes a produtos lacteos e ainda aqueles que ndo aprovam as caracteristicas
sensoriais de tais produtos. Assim, as matrizes ndo lacteas encontradas tem sido sucos de
frutas, carnes e chocolates (MANTZOURANI et al., 2018; REDDY; MIN; WEE, 2015;
TRABELSI et al., 2019).

Seja qual for o sistema de entrega do microrganismo probidtico € necessario
avaliar as propriedades fisico-quimicas de cada matriz, uma vez que diversos fatores
podem afetar além das caracteristicas sensoriais, a viabilidade celular e a liberagao efetiva
dos probidticos no trato gastrointestinal (TERPOU et al., 2019).

A viabilidade bacteriana refere-se a capacidade de uma célula crescer e gerar uma
colonia de células sob condi¢cdes ambientais definidas (WILKINSON, 2018). Tal
caracteristica ¢ considerada um desafio tecnoldgico, uma vez que a funcionalidade dos
probidticos ¢ dependente da viabilidade bacteriana. Galdeano e Perdigon (2004)
realizaram um estudo em camundongos sobre o efeito de Lactobacillus viaveis e nao
vidveis e sua persisténcia na estimulacdo imune intestinal e mucosa. Os autores
demonstraram que a viabilidade das bactérias era necessaria para estimular o sistema
imunolégico do intestino. Por outro lado, estudos demonstraram que a viabilidade nao ¢
obrigatoria para todos os efeitos probidticos, pois nem todos os mecanismos celulares
estdo diretamente relacionados a viabilidade, uma vez que mesmo as células mortas
provaram fornecer efeitos benéficos ao consumidor (DARGAHI et al., 2019).

Inimeros fatores podem influenciar a viabilidade de probiodticos em alimentos
durante o processamento, armazenamento, distribui¢do e vida de prateleira. Esses fatores
incluem parametros intrinsecos aos produtos como pH, acidez, nivel de oxigénio,
atividade de agua, concentragdes de sal, acticar e outros compostos como aromatizantes
e corantes artificiais. Além disso, os parametros de processamento incluindo as condigdes
de fermentagcdo (temperatura de incubagdo, tratamento térmico, condigdes de

resfriamento e armazenamento do produto, materiais de embalagem, escala de producao)
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e parametros microbiolégicos (linhagem de probiodticos empregados, taxa e propor¢ao de
inoculagdo) também podem interferir na viabilidade dos probidticos
(GRATTEPANCHE; LACROIX, 2013).

O crescimento exponencial dos alimentos probiodticos desencadeou uma série de
desafios a serem vencidos. Pesquisas acerca das tecnologias apropriadas para a produgao
de probioticos, bem como a sele¢do de cepas bacterianas e a sobrevivéncia das mesmas
sob diversas condi¢cdes de processamento ainda sdo necessarias. O encapsulamento de
bactérias probidticas tem se apresentado como uma abordagem eficiente para aplicagao
em diferentes matrizes alimentares. Entretanto, abordagens como essa acarretam em
custos extras a industria de alimentos, o qual muitas vezes pode nao estar dentro dos
limites aceitdveis para permanecer competitivo no mercado de alimentos funcionais
(TERPOU et al., 2019).

Estudos como metabolomica, transcriptdmica e protedmica podem elucidar o
entendimento das interacOes entre as vias metabolicas da microbiota intestinal ¢ o
hospedeiro, aliando com as caracteristicas como idade, sexo, estilo de vida e dieta. Além
disso, atualmente os consumidores estdo buscando por tecnologias consideradas
“verdes”, isto €, tecnologias de produ¢do que sejam sustentdveis e com a menor produgdo
de residuos. Desta forma, a tendéncia nos estudos com probiodticos deve-se concentrar na

producao de alimentos probidticos seguros e ecoldgicos (TERPOU et al., 2019).

1.5 IOGURTE

Durante a década de 1960, com o objetivo de aumentar a aceitagdo popular de
iogurtes houve a adicdo de frutas ao produto. Além disso, as industrias investiram em
maior divulgacao das propriedades nutritivas e terapéuticas dos iogurtes, resultando assim
em um aumento no consumo (TAMIME, A. Y.; ROBINSON, R. K.; LATRILLE, 2001).

A Instrugdo Normativa n° 46 de 23 de outubro de 2007 do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (MAPA) tem como objetivo estabelecer a identidade e
os requisitos minimos de qualidade que deverao atender os leites fermentados destinados
ao consumo humano. Assim, entende-se por leites fermentados os produtos obtidos por
coagulacdo ou diminui¢do do pH e por fermentagdo lactea mediante acdo de cultivos de
microrganismos (ativos, viaveis e abundantes) especificos, adicionados ou ndo de outras
substancias alimenticias. Desta forma, ¢ estabelecido que iogurte ¢ o produto incluido na

defini¢do anteriormente citada, cuja fermentacdo realiza-se com cultivos
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protosimbidticos de Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, onde pode haver acompanhamento de forma complementar
de outras BAL, que por sua atividade contribuem para a determinacao das caracteristicas
do produto final (BRASIL, 2007).

Dados econdmicos mostram que até 2020 ¢ esperado que o mercado de iogurtes
atinja um crescimento de 8%, totalizando aproximadamente US$ 13 bilhdes. Brasil,
Russia e India estdo entre os paises que apresentam melhor e maior expansdo no mercado
de iogurtes (DAIRY REPORTER, 2016).

Em escala industrial, a fabricacdo de iogurte envolve a suplementagao do leite
com ingredientes lacteos, com o objetivo de aumentar o teor de proteinas. Assim, o leite
segue para um pré-aquecimento em trocador de calor, com o objetivo de transformar a
gordura para estado liquido e segue para homogeneizacao para diminuicdo do tamanho
dos glébulos de gordura. Depois ¢ encaminhado novamente aos trocadores de calor, onde
acontece a pasteurizagdo para garantir a qualidade microbiologica do produto e desnaturar
as proteinas. Em seguida, a mistura ¢ resfriada até a temperatura de fermentagdo e
encaminhada aos tanques para dar inicio ao processo fermentativo. Nesse momento as
culturas iniciadoras sdo adicionadas a formulacdo. Apds a fermentagcdo, o coagulo
formado ¢ quebrado, a mistura ¢ resfriada, podendo haver a adi¢ao de aromas e/ou frutas
e finalmente segue para o envase e refrigeracdo (TAMIME, A. Y.; ROBINSON, R. K.;
LATRILLE, 2001).

O uso de culturas iniciadoras tem o objetivo de melhorar o processo de
fermentagdo de leites fermentados. Eles sdo responsaveis por um processo simbidtico,
onde uma bactéria estimula o crescimento da outra. Streptococcus thermophilus
multiplica-se rapidamente produzindo didxido de carbono e 4cido férmico. Assim,
estimula a multiplicagdo de Lactobacillus bulgaricus através da redugao de pH, o qual
por sua vez, produz peptideos e aminodcidos necessarios para a multiplicacdo de
Streptococcus thermophilus. Em um periodo de aproximadamente 3 horas em processo
fermentativo € possivel observar uma propor¢ao extremamente semelhante de ambos os
microrganismos (SERAFEIMIDOU, A.; ZLATANOS, S.; LASKARIDIS; SAGREDOS,
2012). O é4cido latico produzido durante esse processo € o principal responsavel pela
coagulac¢do do leite através da redugdo do pH até o ponto isoelétrico da caseina (pH 4,65)
(DOS REIS, D. L.; COUTO, E. P.; RIBEIRO, J. L.; NERO, L. A.; DE AGUIAR
FERREIRA, 2014).
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Os microrganismos utilizados como culturas iniciadoras no preparo de iogurtes
ndo sdo reconhecidos como microrganismos probidticos uma vez que nao sao de origem
entérica e ndo sdo capazes de aderir e colonizar o trato gastrointestinal humano (BRASIL,
2008).

Os 1ogurtes estdo entre os alimentos mais utilizados como carreadores de
microrganismos probioticos no mundo. De acordo com a pesquisa realizada por Food
Processing (2014), o nivel de conscientizagdo dos consumidores de diferentes tipos de
alimentos probidticos tem aumentado significativamente, como resultado principalmente
da publicidade. Além disso, os iogurtes ja sdo correlacionados com alimentos que trazem
beneficios a satde e suas caracteristicas sensoriais tém sido de maior aceitabilidade pelos

consumidores com a inclusdo de frutas e outros sabores.

1.6 SEGURANCA DE ALIMENTOS FERMENTADOS

Doengas transmitidas por alimentos (DTA) ainda s3o uma importante questao de
satde no mundo. Sdo definidas como sindrome geralmente constituida de anorexia,
nauseas, vomitos, diarreia, acompanhada ou nao de febre, relacionada a ingestdo de
alimentos ou agua contaminados. Além de sintomas digestivos, ¢ possivel a ocorréncia
de alteragdes extra intestinais em diferentes 6rgdos como rins, figado e sistema nervoso

central (BRASIL, 2010).

Dados da OMS (2019) estimam que 600 milhdes de pessoas — cerca de 1 em cada
10 pessoas no mundo — adoecem apds a ingestdo de alimentos contaminados e desses,
420.000 morrem por ano sendo aproximadamente 125.000 casos atribuidos as criangas

menores de 5 anos.

As doengas transmitidas por alimentos causam um enorme impacto na sociedade,
impedindo o desenvolvimento socioecondmico, sobrecarregando os sistemas de saude
publico e prejudicando a economia local, como turismo e comércio. Estimativas recentes
mostram que o impacto de alimentos contaminados na economia representa cerca de US$

95 bilhdes em perda de produtividade por ano (OMS, 2019).

Os sintomas apds a ingestdo de alimentos contaminados nem sempre sao o0s
mesmos em todos os individuos, entretanto, hd grupos considerados sensiveis: criangas
menores de 5 anos, idosos com 65 anos ou mais, mulheres gestantes e individuos com

sistema imunolégico enfraquecido (GKOGKA et al., 2013).
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As DTA sao causadas por bactérias, virus, parasitas, substancias quimicas ou
metais pesados. Aproximadamente 90% das DTA adquiridas nos Estados Unidos sdo
atribuidos a sete patoégenos: Campylobacter, Clostridium perfringens, Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella, Norovirus e Toxoplasma gondii

(SCALLAN et al., 2015).

No Brasil, as DTA estdo associadas frequentemente com Salmonella spp.,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Entre 2003 e 2018 foram notificados 10.898
surtos de DTA em todo territdrio brasileiro, sendo as regides Sudeste e Sul responsaveis
por 39% e 29,7% dos surtos, respectivamente (BRASIL, 2010). A Figura 2 demonstra a

distribuicdo dos principais agentes etiologicos identificados no Brasil nos ultimos anos.

Figura 2: Distribui¢do dos 10 principais agentes etioldgicos identificados em surtos de doengas
transmitidas por alimentos no Brasil entre os anos 2003 a 2018.
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Fonte: Sistema de Informacao de Agravos de Notificagao (SINAN)/MS.

Data de atualizacao dos dados: 19/05/2019.

*Dados sujeitos a atualizacao

Fonte: (BRASIL, 2010).

Alimentos fermentados sempre foram considerados microbiologicamente seguros
em decorréncia principalmente da acidificagdo, uma vez que o baixo pH nao favorece o
crescimento de microrganismos patogenos (CUTRIM et al., 2016; KAMAL et al., 2018).
Entretanto, inimeros estudos tém mostrado casos da presenga e desenvolvimento de
microrganismos patogenos em alimentos fermentados, os quais podem representar um
grande risco a saide humana (AHMED; SHIMAMOTO, 2014; BACHROURI;
QUINTO; MORA, 2006; MCINGVALE et al., 2000; NIKODINOSKA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2018; RIVERA-REYES; CAMPBELL; CUTTER, 2019).
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Os principais patogenos associados a produtos fermentados tem sido Bacillus
cereus, Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholera,

Listeria monocytogenes, Shigella spp. e Campylobacter (CAPOZZI et al., 2017).

Mclngvale et al., (2000) observaram que houve crescimento de patdgenos ap6s 40
dias de armazenamento em amostras de iogurte refrigeradas. Além disso, E. coli O157:H7
e Listeria monocytogenes foram capazes de sobreviver a condigdes acidas em amostras
de iogurte por mais de 21 dias sob armazenamento a frio (BACHROURI; QUINTO;
MORA, 2006).

A produgao de alimentos fermentados em escala familiar tem suas raizes em
diversos paises do mundo, especialmente os alimentos fermentados lacteos. Em muitos
casos, leite cru ¢ utilizado na produgdo. A auséncia de processos térmicos padronizados
para a matéria-prima pode representar um perigo a proliferagao de patogenos (KAMAL
etal., 2018). Além disso, a presenca de microrganismos patégenos pode representar tanto
um alto risco a saude dos consumidores quanto um obstaculo para a venda e exportagao
dos alimentos com consequente dano econdmico (GILLESPIE et al., 2006; KAMAL et
al., 2018).

1.6.1 Salmonella spp.

O género Salmonella ¢ caracterizado por bactérias Gram-negativas, anaerdbicas
facultativas, ndo apresentam formacao de esporos e apresentam temperatura Otima de
crescimento entre 35 e 37 °C. Eles sdo geralmente méveis, em forma de bastdo e capazes
de fermentar glicose com producdo de gas e acidos. Sdo amplamente distribuidos na
natureza, sendo os humanos e animais os principais reservatorios. De acordo com o
esquema Kauffmann-White-LeMinor, que se baseia na reativa¢do imunologica com dois
antigenos de superficie (antigenos flagelares (H) e somaticos (O)), existem mais de 2.600
sorotipos conhecidos de Sa/monella. A maioria dos sorotipos pertence a S. enterica, 0s
quais estdo associados principalmente a vertebrados de sangue quente (STEVENS;

HUMPHREY; MASKELL, 2009).

A Salmonelose, doenga causada pela infec¢ao por Salmonella spp., ¢ uma das
principais doencas transmitidas por alimentos no mundo. A dose infectante pode variar

de 10° a 10® UFC para adultos sadios, enquanto 10° UFC é suficiente para que os sintomas
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sejam apresentados em adultos imunocomprometidos. E caracterizada por febre, colicas
estomacais e diarreia. Os alimentos de origem animal, como ovos, carne, aves e produtos
a base de carne representam os principais veiculos da transmissdo de Sa/monella em
humanos. Os sintomas desenvolvem-se entre 8 horas at¢ 3 dias apds a ingestdo do

patogeno e duram cerca de 4 a 7 dias (BOLLAERTS et al., 2008).

1.6.2  Escherichia coli

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa e
frequentemente € encontrada no trato intestinal inferior de humanos e animais saudaveis.
Em maior parte, sdo reconhecidas como inofensivas e ditas como indicadores de
contaminagdo fecal e de mas condi¢des de higiene. Apesar disso, algumas E. coli
adquiriram fatores de viruléncia que lhes permitiram adaptar-se a novos nichos e assim,

adquiriram um carater patdogeno causando graves doengas (FARROKH et al., 2013).

Existem seis categorias de E. coli patdgenos que afetam o intestino humano: E.
coli produtora de toxina Shiga (STEC) das quais E. coli entero-hemorragica (EHEC) ¢
um subgrupo patogénico; E. coli entero-patogénica (EPEC); E. coli entero-toxigénica
(ETEC); E. coli entero-agregativa (EAEC); E. coli enterro-invasiva (EIEC); e E. coli
difusamente aderente (DAEC).

E. coli O157: H7 ¢ o sorotipo mais comum associado a surtos de diarreia com
sangue ¢ SHU (sindrome hemolitico-urémica). As STECs sdo assim chamadas porque
produzem uma ou mais citotoxinas, chamadas toxina Shiga 1 (stx1) e toxina Shiga 2
(stx2). A STEC tem uma dose infecciosa baixa, por isso os valores-guia microbianos se
esforcam para a auséncia em 25g (FASFC, 2017). As vias de transmissao para a infec¢@o
humana incluem fecal-oral, por alimentos, ambiental e pessoa a pessoa (CAPRIOLI et
al., 2005). Os sintomas associados a infeccdo por STEC em humanos variam de acordo
com a cepa de E. coli encontrada e a resisténcia do individuo a essa doenga. Os casos
geralmente apresentam colicas abdominais, vOomitos e/ou diarreia, que podem progredir
para colite hemorragica. As infec¢des por STEC podem resultar em SHU (Sindrome
Hemolitico-Urémica), caracterizada por insuficiéncia renal aguda, anemia e diminuigao

da contagem de plaquetas (GOULD et al., 2009).
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A maioria das E. coli multiplicam-se entre 10 e 46° C, com algumas cepas
crescendo a 8 ° C. Vidovic; Mangalappalli-illathu; Korber, (2011) mostraram que essas
bactérias apresentam mecanismos genéticos inerentes que permitem melhor crescimento
sob baixas temperaturas. As cepas de STEC ainda mostram resisténcia a acidos, que ¢
mediada principalmente pelo mecanismo RpoS, o qual contribui para que a cepa
sobreviva a acidez do estdomago e colonize o trato gastrointestinal. Além disso, também
aumenta a sobrevivéncia das STEC em alimentos 4cidos, permitindo a sobrevivéncia por
longos periodos sob temperatura de refrigeracao (FARROKH et al., 2013; VIDOVIC;
MANGALAPPALLI-ILLATHU; KORBER, 2011).

1.6.3  Listeria spp.

O género Listeria spp. inclui seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii e L. grayi. Listeria monocytogenes ¢ a Unica espécie
de Listeria que ¢ patogénica para os seres humanos e ¢ o agente causador da listeriose
(MCLAUCHLIN et al., 2004). L. monocytogenes ¢ uma bactéria Gram-positiva, ndo
formadora de esporos, apresenta forma de bastonete e ¢ anaerébica facultativa. E
amplamente distribuida na natureza e nos ambientes de processamento de alimentos. Foi
isolada do solo, vegetagdo, esgoto, dgua, ragcdo animal, carne fresca e congelada, residuos
de matadouros e nas fezes de animais saudaveis, incluindo humanos (MCLAUCHLIN et
al., 2004). Embora tenha uma faixa de temperatura ideal de 30 a 37 ° C, € capaz de crescer
em uma ampla faixa de temperatura entre 1 e 45 ° C. E considerada um microrganismo
psicotrdfico, o qual pode sobreviver e crescer sob temperaturas de refrigeracao (0,4 - 45
° C). Sao particularmente resistentes ao estresse ambiental e sdo capazes de sobreviver
ou multiplicar sob condigdes desfavoraveis, tais como baixo pH (4,6-9,4, 6timo 7,0) e

atividade de agua (minimo 0,92) (MCLAUCHLIN et al., 2004).

A infecg¢do por L. monocytogenes pode resultar em dois tipos de doencas humanas:
a listeriose ndo invasiva, a qual afeta o sistema digestivo, resultando em sintomas que
incluem febre, dores musculares e, as vezes, sintomas gastrointestinais (nduseas ou
diarreia) e a listeriose invasiva mais grave que estd associada a infec¢do do sistema

nervoso central, sepse e bacteremia (GOULET et al., 2012; MCLAUCHLIN et al., 2004).
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1.7 BIOPRESERVACAO DE ALIMENTOS: UMA NOVA ABORDAGEM

A fermentacdo ¢ conhecida como um processo natural biologico o qual prepara e
preserva alimentos crus prolongando sua vida de prateleira e melhorando as
caracteristicas sensoriais como sabor e textura (OLIVEIRA et al., 2018). Esse processo ¢
baseado na acidificagdo do alimento cru. Frequentemente produtos fermentados tais como
iogurtes sdo considerados seguros. Eles apresentam baixo pH e essa caracteristica nao
favorece o crescimento de muitos microrganismos patogenos de origem alimentar
(CUTRIM et al., 2016; KAMAL et al., 2018).

Apesar disso, muitos estudos tem reportado a sobrevivéncia de microrganismos
patogenos em diversas matrizes alimentares, especialmente produtos lacteos fermentados
(AHMED; SHIMAMOTO, 2014; BACHROURI; QUINTO; MORA, 2006; KAMAL et
al., 2018; MCINGVALE et al., 2000; NIKODINOSKA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2018; RIVERA-REYES; CAMPBELL; CUTTER, 2019).

Ahmed; Shimamoto (2014) investigaram a prevaléncia de patogenos de origem
alimentar em carnes e lacteos coletados de vendedores ambulantes, acougues, mercados
de varejo e matadouros no Egito. Os autores observaram alta incidéncia de Salmonella
spp. em produtos a base de carnes enquanto em lacteos foi observado maior presenca de
cepas de E. coli O157:H7.

E. coli O157:H7, Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes foram capazes
de sobreviver a condi¢des acidas em amostras de iogurte por mais de 21 dias de
armazenamento a frio (BACHROURI; QUINTO; MORA, 2006). Outros estudos
mostraram que esses patogenos foram capazes de serem cultivados a partir do dia 40 de
armazenamento em amostras de iogurte (MCINGVALE et al., 2000).

A presenga de microrganismos patdgenos em alimentos representa um sério risco
a saude humana, além de ser um obstaculo para a venda e exportacdo dos mesmos
gerando um alto risco econOmico tanto para a industria quanto para a sociedade
(GILLESPIE et al., 2006). A produgdo de alimentos utilizando matéria-prima crua tem
suas raizes em diversos paises. Assim, a produgdo em escala familiar, a tradicionalidade
de produtos frescos e regionais e a auséncia de processamentos térmicos padronizados
colocam em risco a seguranca microbioldgica dos alimentos (KAMAL et al., 2018).

Além disso, € notavel a crescente demanda por alimentos prontos para o consumo
e que apresentam o minimo possivel de conservantes e outras substincias, isto €, o

consumidor estd cada dia mais interessado e preocupado com a composi¢do dos
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alimentos. Assim, ¢ necessario que a seguranca microbiologica dos alimentos seja
proporcional a essa tendéncia (NIKODINOSKA et al., 2019).

Nesse sentido, a busca por medidas preventivas que minimizem o risco de
contaminagdo e previnam o crescimento de microrganismos patdogenos de origem
alimentar, se ocasionalmente presentes, tem sido imprescindivel. Entre as principais
estratégias, o uso de agentes de biocontrole e/ou seus compostos extracelulares tem sido
considerados (JESUS et al., 2016; KAMAL et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018;
VERMEIREN; DEVLIEGHERE; DEBEVERE, 2004). Esse processo ¢ conhecido como
biopreservagao, onde o efeito bactericida de microrganismos especificos ou substancias
antimicrobianas sdo capazes de inibir o crescimento de patdégenos sem qualquer efeito
toxico a saude humana ou alteragdes nas caracteristicas sensoriais dos alimentos
(BHARTI, V., A. MEHTA, S. SINGH, N. JAIN, L. AHIRWAL, 2015).

O efeito inibitorio contra os microrganismos patégenos pode ser resultado de
competicdo por nutrientes, espacos de colonizagdo e/ou producdo de compostos
inibitdrios tais como bacteriocinas, cidos organicos, peroxido de hidrogénio e enzimas
(OLIVEIRA et al., 2018). Espécies de Lactobacillus sao bem documentadas com
propriedades probioticas e atividade antimicrobiana (THUY et al., 2018). As culturas
bioprotetoras atuam com mecanismos especificos, como as bacteriocinas ou substancias
de baixo peso molecular. As bacteriocinas sdo peptideos codificados de 20 a 40
aminoacidos ativos. A maioria das bacteriocinas e metabdlitos antimicrobianos sdo
resistentes ao calor. Assim, sdo capazes de resistir aos processos térmicos como a
pasteurizagao, por exemplo (INGLIN et al., 2018).

Para selecionar possiveis culturas protetoras, as cepas devem ser rastreadas
fenotipicamente e apresentar caracteristicas de inibi¢do. Assim, as cepas candidatas sao
primeiramente testadas sob condi¢gdes que simulam a matriz alimentar especifica, como
fermentagdo de fontes de carbono diferentes, baixa resisténcia ao pH, tolerancia ao sal e
capacidade de crescer em baixas ou altas temperaturas. Além disso, uma triagem
genotipica deve ser realizada para acessar a seguranca das cepas. A presenca de genes de
transferiveis de resisténcia a antibioticos e genes que codificam fatores de viruléncia sdo

indesejados por razdes de seguranga e producdo (INGLIN et al., 2018).

1.8 DETECCAO DE QUANTIFICACAO DE MICRORGANISMOS EM
ALIMENTOS
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A compreensao sobre 0s ecossistemas microbianos sempre se mostrou dependente
de técnicas classicas da microbiologia (HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998), as
quais sdo baseadas na capacidade de um microrganismo de crescer ¢ multiplicar-se em
determinados meios de cultura e condi¢des de crescimento (NOCKER; CAMPER, 2008).
Entretanto, nos ultimos anos as abordagens utilizadas em analises microbioldgicas tem
sido alvo de grandes mudancas (COCOLIN et al., 2013).

O método de contagem padrdo de placas ¢ o principal e mais tradicional método
utilizado na microbiologia aplicada. Os protocolos seguem uma série de etapas que
iniciam com a preparacao ¢ diluicdo da amostra, seguido de plaqueamento sob ou sobre
um agar especifico e incubado na temperatura adequada ao microrganismo em questao.
Em seguida, as colonias sdo contadas apds o tempo de incubacao determinado (NEMATI
etal., 2016).

As técnicas classicas da microbiologia sdo ditas especificas, visto que cada
método ¢ utilizado de forma especifica para um determinado grupo de microrganismo e
muitas vezes necessitando ainda de testes bioquimicos confirmatorios. Além disso, se o
objetivo do analista ¢ detectar e/ou quantificar células vidveis, mas ndo cultivaveis ou
populagdes numericamente menores, essa abordagem pode ser questionada. Por fim,
essas metodologias apesar de serem consideradas de operagdo simples, sdo técnicas que
consomem quantidades elevadas de reagentes e materiais ¢ demandam dias para conhecer
o laudo final da analise. Dessa maneira, como uma alternativa aos inconvenientes
encontrados na utilizacdo de métodos dependentes de cultivo, surgem os métodos
chamados independentes de cultivo, cujo principio estd baseado em analises diretas do
DNA ou RNA extraido da matriz da amostra (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013;
ELIZAQU; AZNAR, 2013; MEDICI et al., 2015; TABASCO; PELA; REQUENA,
2009).

A partir da incorporagdo dos meétodos independentes de cultivo em analises
microbiologicas, foi possivel compreender que inimeros microrganismos encontrados na
natureza ndo sdo cultivaveis utilizando-se técnicas convencionais. Desta maneira, as
pesquisas utilizando os métodos independentes de cultivo foram ainda mais
impulsionadas em diferentes campos da microbiologia (COCOLIN et al., 2013).

Na microbiologia de alimentos, foi no fim dos anos 90 que o estudo das
populagdes presentes em alimentos fermentados comecou a ganhar destaque no meio
cientifico. Logo nos primeiros trabalhos desenvolvidos utilizando-se as metodologias

independentes de cultivo observou-se a presenca de populagdes microbianas ndo
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cultivaveis que até entdo ndo tinham sido detectadas através dos métodos tradicionais.
Nesse contexto, surgiu o termo bactérias viaveis, mas ndo cultivaveis, definido por Oliver
(1993) como “uma célula que estd metabolicamente ativa, mas € incapaz de submeter-se
a divisdo celular necessaria para o crescimento em/ou sobre um meio de cultura
especifico”.

Medici et al., (2015) apresentaram uma revisdo onde descreveram o contexto € as
perspectivas dos métodos baseados na PCR. Os autores mostraram as tendéncias em
pesquisa e desenvolvimento destinado a solucionar os desafios encontrados na
microbiologia, para que possam integrar os métodos com abordagens moleculares no
controle de seguranga e qualidade de alimentos. Como conclusio, citaram que o apoio a
implementagdo dos métodos moleculares deve ser priorizado através da normalizagao dos
métodos pelos oOrgdos responsaveis, o que facilitaria a aceitacdo pela industria e
consumidores das analises de controle de qualidade de alimentos baseado na presencga de
acidos nucleicos.

Achilleos; Berthier (2013) realizaram importantes trabalhos com enfoque nos
métodos moleculares para Lactobacillus spp., a fim de investigar a microbiota em queijos
em termos de diversidade, dindmica e atividade. Proporcionaram desta maneira, uma
visdo geral dos beneficios e limita¢cdes encontrados nos métodos independentes de cultivo
baseados na PCR.

Segundo Cocolin et al., (2013) a utilizagdo dos métodos independentes de cultivo
na microbiologia de alimentos € relativamente nova e os ultimos 15 anos tem sido de
grandes conquistas para aqueles que estudam a ecologia microbiana dos alimentos. Numa
revisdo onde mostram os métodos independentes de cultivo como uma forma para avaliar
a diversidade e dindmica da microbiota presente durante a fermentagdo de diferentes
alimentos, os autores concluem que ao longo dos proximos anos as metodologias

disponiveis para tais objetivos devem aumentar.

1.9  QUANTIFICACAO DE BACTERIAS POR QPCR EM ALIMENTOS

A Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) representa a técnica base dos métodos
independentes de cultivo. Em suas fases precoces na microbiologia de alimentos, a PCR
era utilizada como método para deteccao e identificagdo do microrganismo. Hoje, a PCR
inclui contribuigdes notaveis, oferecendo aos cientistas a possibilidade de estudar a

ecologia dos ecossistemas microbianos por completo. Diante de sua evolucao para PCR
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quantitativa (qPCR) (ANDERSEN et al., 2006), essa técnica contribuiu ainda mais para
a conveniéncia e escolha da mesma ferramenta para o desenvolvimento de inimeros
estudos (COCOLIN et al., 2013).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase € baseada no processo de replicacdo do DNA,
ou seja, consiste em multiplicar sequéncias especificas de DNA de forma que possam ser
detectadas (HEID, 1996). A amplificacdo seletiva do DNA ¢ realizada in vitro, em
condi¢des controladas e na presencga de iniciadores e da enzima DNA Polimerase. Os
iniciadores (primers) sao oligonucleotideos de fita simples de DNA que apresentam de
dez a trinta bases nitrogenadas em uma sequéncia complementar a sequéncia de interesse.
A PCR quantitativa permite monitorar a amplificacdo de um fragmento de DNA alvo
durante toda a reacdo através dos produtos formados, baseado no acompanhamento do
aumento do sinal fluorescente gerado durante a reacdo (HEID, 1996).

Comparada a outras técnicas disponiveis, permite a detec¢do de um acido nucleico
de maneira rapida, especifica e sensitiva. Além disso, permite a quantificagdo absoluta
inicial de um gene alvo.

A gPCR apresenta trés fases distintas: (a) fase lag, onde ainda ndo h4 amplificagdo
suficiente para ser detectada; (b) fase exponencial, onde a quantidade de produtos de
amplificacdo dobra a cada ciclo e (c) platd, que corresponde ao fim da reacdo, pois ndo
ha aumento do nimero de produtos de amplificacdo. Durante a fase exponencial ¢ onde
ocorre a quantificagdo de DNA, pois nessa fase ¢ gerado um actimulo de produtos
amplificados, com consequente aumento da emissdo de fluorescéncia. O ciclo onde o
sinal fluorescente emitido ultrapassa o limiar de deteccao de sinal (quantification) permite
inferir a concentragdo inicial do DNA alvo para cada amostra. O limiar de detecgdo ¢
definido dentro da fase exponencial, no ponto em que as réplicas sejam mais coincidentes
(HEID, 1996).

O ciclo quantificacao (Cq) € o ciclo onde a curva de amplificagdo de cada DNA
alvo cruza a linha do limiar de fluorescéncia. Quanto maior for a quantidade inicial do
alvo, mais cedo ocorre um aumento significativo da fluorescéncia e mais baixo sera o
valor de Cq (WEIGHARDT, 2006).

Segundo Ndoye et al., (2011) os fatores chaves para utilizagdo de uma abordagem
molecular na andlise microbioldgica sao: o método usado para extragdo dos acidos
nucleicos (qualidade), a regido alvo a ser amplificada (iniciadores especificos) e a
distingdo entre microrganismos vidveis e ndo vidveis. Falentin et al., (2010) ainda

menciona a importancia do uso de controles positivos e negativos durante a reacao.
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A técnica qPCR tem-se mostrado cada vez mais interessante, pois ¢ possivel a
obtencdo de resultados tanto qualitativos, que destacam a auséncia e/ou presenga da
sequéncia de DNA de interesse, quanto resultados quantitativos (NAVARRO, 2015).
Além disso, a técnica apresenta alta sensibilidade, resultados com rendimentos elevados,
sistema automatizado, vantagem de ndo requerer procedimentos pos-reacdo e ainda o
risco de contaminagdo que se torna extremamente reduzido, visto que a reagdo e analise
sdo realizadas em confinamento (LOPEZ-CALLEJA et al., 2013).

Nas analises microbiologicas, a utilizagio da qPCR tem resolvido alguns
inconvenientes que sao encontrados nas técnicas classicas dependentes de cultivo e por
isso tem sido amplamente utilizada na detec¢do e quantificagdo de microrganismos
presentes em alimentos. Intimeros estudos tém demonstrado que a qPCR tornou-se uma
poderosa ferramenta para a detec¢do e quantificagdo de bactérias acido laticas, em
especial aquelas pertencentes ao grupo L. casei, ja que essas sdo dificeis de serem
distinguidas e quantificadas por técnicas classicas da microbiologia.

Kao, Y.-T.; Liu, Y.-S.; Shyu (2007) desenvolveram um ensaio de qPCR para a
identificacdo rapida de cepas de BAL em produtos probioticos. Utilizando-se como alvo
o gene 16S rRNA, foi possivel identificar as cepas L. paracasei e L. rhamnosus,
entretanto nao foi possivel discriminar as cepas L. paracasei € L. casei.

Bottari et al., (2013) realizaram um ensaio de qPCR multiplex para rastrear a
composicdo microbiana de culturas starters de queijos cozidos duros. Os iniciadores
tinham como alvo o gene PHES e foram utilizados para detec¢do multipla de L.
helveticus, L. delbrueckii, Streptococcus thermophilus e L. fermentum. O ensaio foi capaz
de descrever a populagdo microbiana de todas as diferentes amostras avaliadas e
demonstrou valores de quantificagdo maiores para as cepas de S. thermophilus e L.
fermentum sugerindo assim que essas poderiam ser mais frequentes nas amostras
avaliadas.

Tailliez; Furet; Que, (2004) desenvolveram ensaio de qPCR para quantificagao
absoluta de BAL (Streptococcus thermophilus, L. delbrueckii, L. paracasei, L. casei, L.
rhamnosus, L. acidophilus e L. johnsonii) em produtos lacteos fermentados. O ensaio
permitiu a identificagdo de todas as espécies de BAL presentes nos produtos e a
quantificagio das mesmas foi precisa, com um limite de detecgdo de 10° UFC mL™! de
produto.

Herbel et al. (2013), com o objetivo de identificar e quantificar espécies de

Lactobacillus comercialmente importantes, desenvolveram um ensaio de qPCR tendo
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como alvo o gene Asp60. Foram identificadas as espécies de L. acidophilus, L. brevis, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus e L. reuteri em produtos lacteos como iogurte.
O ensaio permitiu a detec¢io de espécies em contagem 10° UFC mL™! de iogurte, o que é
considerado uma quantidade suficiente de deteccao desses produtos que geralmente
contém cerca de 10° a 10'> UFC mL! de cepas.

Poucos estudos tém reportado ensaios de qPCR para quantificacdo de L. paracasei
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013). Alguns ensaios de qPCR, tendo como alvo os genes
16S rRNA, groL ou tuf t€tm sido mencionados para a quantificagao de L. paracasei
(FALENTIN et al., 2010; TAILLIEZ; FURET; QUE, 2004). Tailliez; Furet; Que, (2004)
nao foram precisos quanto a especificidade dos iniciadores para L. paracasei, enquanto
que Falentin et al., (2010) observaram amplifica¢des cruzadas dos iniciadores tendo como
alvo os genes groL, tuf e 16S rRNA com espécies estritamente relacionadas com L.
paracasei: L. rhamnosus e L. casei.

Entre os alvos propostos para diferenciacdo de BAL, o gene fuf tem se mostrado
altamente variavel (menos conservado) entre espécies de bactérias acido laticas,
especialmente aquelas com caracteristicas semelhantes entre si, como as espécies do
grupo L. casei e por isso tem sido considerado um alvo interessante para detec¢do de
sequéncias dos membros do género Lactobacillus (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013).

Achilleos; Berthier, (2013) propuseram o uso do gene tfuf para quantificar L.
paracasei em queijo e compararam os resultados de quantificacdo por qPCR e contagem
UFC mL! em placa. Os autores observaram valores maiores na quantificagdo por qPCR
do que pelo método tradicional em placa, o que foi atribuido a quantificagdao simultanea
de células viaveis e ndo vidveis durante a qPCR.

Ilha et al., (2015) compararam a enumeragao de L. paracasei isolado de fermento
natural de uva pelo método de contagem de UFC mL™' em placa com um ensaio de
quantificagdo por qPCR, tendo como alvo o gene fuf em amostras de iogurte probidtico.
O ensaio de qPCR mostrou ser uma ferramenta adequada e rapida para a enumeracao de
L. paracasei em iogurte probiotico, entretanto, neste trabalho nao foi realizada a distin¢do

entre células viaveis e células ndo viaveis.

1.10 DIFERENCIACAO DE CELULAS VIAVEIS E NAO VIAVEIS POR
PMA-QPCR
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Uma vez que o DNA ¢ capaz de persistir no ambiente mesmo apds as células
perderem a viabilidade, os resultados da qPCR podem superestimar o nimero de células
vidveis ou apresentar resultados falso-positivos, visto que a técnica ndo ¢ capaz de
diferenciar células viaveis e nao viaveis (NOCKER; CAMPER, 2008).

A incapacidade de diferenciacao de células ¢ vista como a maior desvantagem da
gPCR durante andlises de detec¢do e/ou quantificagdo de microrganismos alvo em
amostras de alimentos, ambientais ¢ clinicas (FITTIPALDI; NOCKER; CODONY,
2012).

Uma alternativa para a detec¢do de somente células viaveis durante a qPCR foi
apresentada em 2003 por Nogva e colaboradores, ao introduzirem o conceito de EMA-
PCR (NOGVA, 2003). Alguns anos depois, com o surgimento do termo PMA-PCR, essa
nova abordagem tornou-se ainda mais solida (NOCKER et al., 2006).

Monoazida de etidio (EMA) e monoazida de propidio (PMA) sdo corantes
intercalantes de DNA que quando expostos a uma fonte luz haldégena sdo capazes de
intercalar no DNA de células com membranas danificadas/injuriadas. Assim, a distingdo
entre células vidveis e invidveis ¢ baseada na integridade da membrana celular, onde
células com membranas intactas representam uma barreira para as moléculas de corantes
intercalantes (ELIZAQU; AZNAR, 2013; ELIZAQUIVEL; SANCHEZ; AZNAR, 2012;
FITTIPALDI; NOCKER; CODONY, 2012). As amostras de microrganismos sao tratadas
com um dos corantes intercalantes de DNA e, uma vez dentro da célula nao viavel, o
corante intercala na fita dupla de DNA através de ligagdes covalentes e para tanto, &
necessario que a amostra seja exposta a luz, devido a presenga do grupamento azida. A
fotdlise converte o grupo azida em um radical nitrogénio altamente reativo, que € capaz
de reagir com uma molécula organica proxima. Ao mesmo tempo, quando a ligagdo
ocorre com o DNA, qualquer excesso de corante reage com moléculas de agua que
previnem a reagdo posterior do corante com o DNA extraido de células intactas
(FITTIPALDI; NOCKER; CODONY, 2012; NOCKER; CAMPER, 2008). Ao fim do
tratamento, a modificacdo com os corantes rende um DNA insoltvel, o qual nao ¢
extraido durante o protocolo de extracdo de DNA ou terd rendimentos baixos, além de ter
a amplificagdo durante a qPCR bloqueada e ndo ser detectado (Figura 3) (YANG;
BADONI; GILL, 2011).
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Figura 3: Esquema representativo da reacdo de células vidveis ¢ ndo viaveis com monoazida de
propidio em conjunto com a técnica qPCR. O DNA de células ndo viaveis torna-se incapaz de
amplificacdo por qPCR e somente 0 DNA de células vidveis ¢ detectado.

DNA de células inviaveis modificado e nio

amplificado por gPCR DNA de
células
) viaveis nao
S .Cell}lla§ afetado e
# 7% | MV1avers amplificado
7-‘-:;;1 g Células el

viaveis :
PMA/luz g 3 qPCR

Fonte: Adaptado de Nocker; Cheung; Camper (2006).

Embora os dois corantes intercalantes de DNA comportem-se de maneira bem
semelhante, eles diferem no que diz respeito a permeabilidade através das membranas
celulares. Assim, embora as nitidas vantagens, hd evidéncias demonstrando que a qPCR
em conjunto com os corantes tem limitagdes praticas e tedricas, especialmente quando
aplicada a amostras complexas. O corante EMA apresenta falta de especificidade para
células bacterianas intactas, enquanto com o monoazida de propidio a preocupagdo ¢ a
geragdo de sinais falsos positivos devido a supressao incompleta dos sinais. Portanto,
devido a sua composi¢do quimica, 0 EMA ¢ considerado mais eficaz na supressao de
sinais que PMA, entretanto, PMA ¢ mais eficaz do que EMA em termos de discriminacao
de células viaveis e ndo vidveis. A combinagdo da técnica qPCR acoplada aos corantes
com os métodos classicos da microbiologia pode ser uma alternativa para a confirmagao
dos resultados obtidos (ELIZAQU; AZNAR, 2013; FITTIPALDI; NOCKER; CODONY,
2012).

Quando utiliza-se os corantes EMA e PMA, ¢ necessdrio considerar alguns
fatores que podem influenciar diretamente nos resultados finais, dentre os quais
destacam-se: a escolha do corante, a concentragao do mesmo, as condi¢des de incubagao,
a fonte de luz e ainda aspectos relacionados com a amostra em estudo, como a

concentragdo de sal, a turbidez e o pH. Fatores como o tamanho do gene alvo e a
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sequéncia também sdao extremamente importantes durante a qPCR (FITTIPALDI;
NOCKER; CODONY, 2012).

Em amostras de alimentos a utilizagdo de qPCR, acoplada aos corantes
intercalantes de DNA, tornou-se uma ferramenta valiosa na detec¢do e quantificagdo de
microrganismos viaveis. Entretanto, amostras de alimentos geralmente sao consideradas
matrizes complexas por apresentarem componentes como gordura, proteinas,
polissacarideos e polifenois, os quais podem afetar diretamente a eficiéncia da qPCR, que
representa um dos pontos criticos da andlise (KRAMER, 2009). A eficiéncia da qPCR
quando utilizando EMA ou PMA ¢ afetada por contaminantes em diferentes pontos da
analise, diminuindo a concentragdo efetiva do corante por adsor¢do quimica, prevenindo
a fotoativacdo devido a presenca de compostos organicos, interferindo na lise das células,
degradando 4cidos nucléicos ou inibindo a atividade da enzima DNA polimerase
(FITTIPALDI; NOCKER; CODONY, 2012). Portanto, ¢ necessario a utilizacdo de um
método de extragao de DNA altamente confiavel.

Os processos de controle de crescimento de microganismos utilizados em
alimentos podem nao causar diretamente a injiria das membranas celulares e assim, seria
uma barreira ao uso dos corantes intercalantes de DNA na diferenciacao de células viaveis
e nao viaveis por qPCR. Como exemplo, Nocker et al., (2007) ndo foram capazes de
diferenciar E. coli viaveis e ndo viaveis apods tratamento das amostras com luz UV. Por
outro lado, Yang; Badoni; Gill (2011) demonstraram que amostras de suspensdes de E.
coli submetidas a tratamento térmico com temperatura maior que 80 °C foram permeaveis
ao PMA e logo, foi possivel a diferenciacdo das células viaveis e ndo viaveis.

Desde o inicio da utilizagdo dos corantes EMA e PMA, os mesmos tém sido
aplicados a uma vasta gama de microrganismos (Tabela 2) incluindo células vegetativas
de bactérias (NOCKER; CAMPER, 2008); fungos; virus; leveduras e protozodarios
(FITTIPALDI; NOCKER; CODONY, 2012).
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Tabela 2: Aplicagoes dos corantes intercalantes de DNA para detecgdo de células viaveis de
bactérias em diferentes matrizes alimentares.

Matriz Alimentar Microrganismo Alvo Corante Referéncia
Produtos lacteos
logurte probiotico L. paracasei PMA (SCARIOT et al., 2018)

Leite Bacillus cereus PMA (ZHOU et al., 2019)
Leite fermentado Bactéria acido latica PMA (MO et al., 2019)
logurte Bifidobacterium EMA (MENG et al., 2010)
(PORCELLATO;
MAGRI; NARVHUS,
Leite fermentado Bactéria acido latica PMA 2015)
(VILLARREAL et al.,
Queijo petit-suisse Bactéria acido latica PMA 2013)
Carnes
Carne de porco Salmonella PMA (ZHAI et al., 2019)
(LAIDLAW; GANZLE;
Bife E. coli O157:H7 PMA YANG, 2019)
Camarao Vibrio parahemolyticus PMA (LING et al., 2020)
Vegetais
Alface Salmonella PMA (WANG et al., 2014)
(ELIZAQUIVEL;
SANCHEZ; AZNAR,
Espinafre E. coli O157:H7 PMA 2012)

Fonte: AUTOR, 2020.

Tabasco; Pela; Requena (2009) descreveram um ensaio de qPCR usando PMA
que permitiu a deteccdo e quantificagdo especifica de células viaveis de 4 espécies de
BAL (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus casei subsp. casei e Lactobacillus acidophilus) e Bifidobacterium lactis
misturadas em leites fermentados. Concluiram que o método desenvolvido mostrou-se
eficiente para a discriminagdo, identificagdo e quantificacdo das bactérias vidveis nos
produtos analisados.

Kramer (2009) avaliaram a possibilidade de uso do corante monoazida de propidio
em combinacdo com qPCR e o kit de viabilidade Live/Dead BacLight em conjunto com
citometria de fluxo (FCM) para determinar bactérias probidticas vidveis em produtos
liofilizados contendo Lactobacillus acidophilus LA-5 e Bifidobacterium lactis BB-12.
Concluiram que a determinacdo de viabilidade de bactérias probidticas por gPCR e FCM
podem complementar a quantificagdo dos microrganismos por métodos de contagem em
placa.

Desfossés-foucault et al., (2012) investigaram a viabilidade comercial de cepas

probioticas durante a fabricagdo e maturagao de queijo cheddar comparando a eficiéncia
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de abordagens moleculares e microbioldgicas. Comprovou-se a eficiéncia dos métodos
moleculares no acompanhamento das cepas probioticas no queijo cheddar utilizando-se
monoazida de propidio em combinagdo com qPCR.

Theres et al., (2014) avaliaram a qualidade microbiologca de aguas de fontes
urbanas e rurais através de qQPCR combinado com PMA. Os resultados foram comparados
com os obtidos por métodos convencionais para a investigacao de E. coli, Enterococcus
ssp. E P. aeruginosa. Os autores concluiram que a qPCR em conjunto com o PMA
mostrou ser uma ferramenta valiosa para a deteccao rapida de parametros das condigdes
higi€nico-sanitarias.

Porcellato, Magri, Narvhus (2015) investigaram a dindmica da microbiota de dois
produtos lacteos fermentados, iogurte e kefir, usando métodos independentes de cultivo,
em combinagdo com o corante de viabilidade PMA. O uso da qPCR em conjunto com o
PMA mostrou um quadro mais completo da microbiota viavel nos leites fermentados

durante o tempo de armazenamento.

.11 METODOS  PARA  AVALIACAO DE  ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana pode ser utilizada para a descoberta de
novos medicamentos, epidemiologia e previsdo de resultados terapéuticos. Os produtos
naturais, em especial aqueles advindos de microrganismos e plantas ocupam a maior parte
dos compostos antimicrobianos descobertos até hoje (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2015).

Uma variedade de métodos laboratoriais pode ser usada para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro de um extrato ou um composto puro. Os métodos mais
conhecidos, estudados e utilizados sdao os métodos conhecidos como Ensaio de Ponto e
Ensaio de Difusdo em Pogo, do inglés agar spot assay e agar well diffusion assay,
respectivamente.

Inumeros fatores podem afetar a susceptibilidade dos métodos de avaliagao da
atividade antimicrobiana de microrganismos e/ou compostos. Entre os principais,
destacam-se: meios de cultura, pH, disponibilidade de oxigénio, indculo e condi¢des de
incubacdo. E necessario a padronizagdo de todas as etapas durante o screening de

atividade antimicrobiana, afim de garantir a veracidade dos resultados.
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1.11.1 Ensaio de Ponto

O ensaio de ponto ¢ baseado na inoculagdo pontual do microrganismo que pode
apresentar o efeito antimicrobiano em placas com meio de cultura especificos e depois, a
cultura patogena ¢ adicionada recobrindo a superficie do microrganismo a ser testado. A
atividade antimicrobiana ¢ avaliada através do aparecimento de zonas claras ao redor do
indculo em “ponto” do microrganismo. Essas zonas sao chamadas de zonas de inibicdo e
podem surgir em diversos tamanhos. E necessario o auxilio de um paquimetro ou
softwares especiais de analise de imagens para medir o didmetro das zonas e assim

compreender a atividade antagonista apresentada (Figura 4).

Figura 4: Esquema ilustrativo do método Agar spot para avaliagdo da atividade antimicrobiana.

LAB
Q Q «— BAL incubada na superficie
LAB
\‘_‘_‘H——_‘__ = __P’_‘_

24hs
37°C

: H Adicionar caldo MRS contendo

patdgeno na concentragdo adequada

24hs
37°C

Checar as zonas de inibi¢do > 0,5 mm

Fonte: Autor, 2020.

1.11.2 Ensaio de Difusdao em Poco

O método de difusdo em pogo baseia-se na inoculagdo do microrganismo
patdégeno diretamente no meio de cultura especifico e depois, vertido na placa. Apos a
incubacdo de acordo com as condi¢des Otimas de crescimento, sdo feitos pogos de
aproximadamente 6-8 mm e adicionados os sobrenadantes do microrganismo que esta
sendo avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana. Assim, o agente antimicrobiano

difunde pela placa e inibe o crescimento do patogeno (Figura 5).
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O sobrenadante do microrganismo a ser avaliado quanto a sua atividade
antimicrobiana pode ser testado sob diversas condi¢des. Por exemplo, pode ser utilizado
o sobrenadante filtrado ou ndo. A filtracdo do cultivo bacteriano retirara as células
bacterianas, permanecendo somente as substincias antimicrobianas. Assim, o
aparecimento de zonas de inibi¢do pode ser resultado da acdo de compostos
antimicrobianos produzidos e secretados pela bactéria e ndo pela presenca da mesma.
Além disso, ¢ possivel modificar o pH do sobrenadante (pH 6,5) para eliminar o efeito

putativo dos acidos organicos produzidos.

Figura 5: Esquema ilustrativo do método de difusdo em pogo para avaliacdo da atividade
antimicrobiana.

NN 7y
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: : medium for pathogenic pathogenic in adequate
stralns-to appropriate other Egﬁsﬁtﬁ_‘tl:lbe strains amount (0.1 mLin 20 mL
medium test tube (2st generation) -
Overnight agar medium)
37eC

!
N

00«

o o o
é —) o o — (=]
Pour the mix in the plate Make 4 wells Add 30 ul of supernatants
and leave for 15 min in agar using (test sample/control
(make sure to dry) —2hs Pasteur pipet sample) to holes and put in
in refrigerator or something incubator overnight at 37
like this o,

Fonte: Autor, 2020.
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ABSTRACT

Propidium monoazide (PMA) coupled with qPCR has been successfully used for specific
quantification of viable bacteria cells in diverse matrices food. The present study aimed
to develop PMA-qPCR assay for quantification of Lactobacillus paracasei viable cells in
probiotic yoghurt. L. paracasei grown in culture medium was submitted to heat treatment
at 60 °C for different periods of time and probiotic yoghurt containing L. paracasei were
prepared and stored at 4 °C for 30 days. The viable cells were quantified using qPCR and
PMA-gPCR assays targeting tuf gene and also by plate counting. Standard curves were
prepared and mean efficiency obtained was 94% and 96% (R2 > 0.98) to L. paracasei in
culture medium and probiotic yoghurt stored one day, respectively. The limit of detection
(LOD) for both samples was 104 genome copies, corresponding to 32.1 pg of DNA. For
viable cells quantification, standard curves Cq versus log CFU were plotted using mean
CFU by plate counting of L. paracasei grown in culture medium and probiotic yoghurt.
Results obtained for L. paracasei heat-treated cells were concordant by PMA-qPCR and
plate count, CFU decreased as the heat treatment time increased, while qPCR count
remained constant. L. paracasei enumerations obtained by qPCR for probiotic yoghurt
stored one day and 30 days were higher than enumerations by PMA-qPCR for the same
samples. The plate count values were similar to CFU values obtained by PMA-qPCR.
These results showed that PMA-qPCR is a powerful approach compared with culture-
dependent methods for quantification of L. paracasei viable cells in yoghurt. PMA-qPCR

allowed reliable obtained results much faster than plate counting.

Chemical compounds studied in this article: Propidium monoazide (PubChem CID:
3035529).

Keywords: Lactic acid bacteria. Quantitative PCR. Bacterial enumeration. Propidium

monoazide. PMA-qPCR.
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1. Introduction

Yoghurt or similar matrices food have been commonly used as vehicle for the
incorporation of probiotic microorganisms, defined as “live microorganisms that when
administrated in adequate amounts, confer health benefits to the host” (Hill et al., 2014).
To exert these benefits, the concentration of live probiotic bacteria needs to be
approximately 6 log CFU/mL at the time of product consumption (Roy, 2005). Lactic
acid bacteria are commonly used as probiotic, and are often associated with food
production and preservation, once they induce rapid acidification and improve sensory
characteristics, such as taste and texture (Corbo et al., 2014; Leroy and De Vuyst, 2004;
Mani-Lopez et al., 2014; Parolo et al.,, 2011). Species of Lactobacillus and
Bifidobacterium are the most used ones (Morales Villarreal et al., 2013), especially
Lactobacillus paracasei (Alonso Buriti and Isay Saad, 2007; Chiang and Pan, 2012;
Davis, 2014; Ilha et al., 2015; Patrignani et al., 2006; Vinderola et al., 2009).

Classical microbiological methods, also known as culture-dependent methods, are
used to identify and quantify Bifidobacterium and Lactobacillus species in food. For
Bifidobacterium, there are selective culture media based on mupirocin which facilitate
their enumeration (Vlkova et al., 2015), however differentiation of Lactobacillus species
requires considerable effort based on selective media and colony morphology (Kao et al.,
2007). Specific enumeration of genetically close related species belonging L. casei group
(L. paracasei, L. casei and L. rhamnosus) is compromised due to the similarity in growth
requirements and morphology (Tabasco et al., 2007). Differentiation of these species is
difficult (Bottari et al., 2017) and their nomenclature and classification are subjects of
recent discussion (Wuyts et al., 2017).

Culture-independent DNA-based methods have been used as an alternative to
classical methods, mainly qPCR has been widely used for specific bacterial species
detection and quantification in diverse food matrices (Cocolin et al., 2013; Garcia-
Cayuela et al., 2009; Kao et al., 2007; Podeur et al., 2015). However, the inability of
differentiation between viable and non-viable cells remains an important inconvenience,
since JPCR amplifies free DNA able to persist in the environment (Fittipaldi et al., 2012;
Garcia-Cayuela et al., 2009; Juste et al., 2008; Morales Villarreal et al., 2013; Nocker et
al., 2006). Nucleic acid intercalating dyes, such as propidium monoazide (PMA) coupled
to qPCR has been proposed for viable cells detection in microbial communities and

diverse matrices (Desfosses-Foucault et al., 2012; Ganesan et al., 2014; Garcia-Cayuela
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etal., 2009; Morales Villarreal et al., 2013; Porcellato et al., 2015; Takahashi et al., 2017).
PMA-gPCR detects cell viability based on membrane integrity (Nocker et al., 2006).
PMA only penetrates membrane-damaged cells and it intercalates DNA. Subsequent
visible light exposure leads to irreversible bind to DNA and PMA-conjugated DNA
cannot be amplified by PCR. Consequently, DNA from membrane-intact cells is
selectively detected by PMA-qPCR. This molecular method allows distinguishing
between viable but non-culturable (VBNC) and dead microorganisms according to their
membrane integrity (Elizaquivel et al., 2014; Seidel et al., 2017; Udomsil et al., 2016).
gPCR assay was developed to quantify L. paracasei in cheese targeting tuf, an
elongation factor gene (Achilleos and Berthier, 2013). We demonstrated that this TUF
assay can also be employed to quantify L. paracasei in yoghurt (Ilha et al., 2016),
however PMA-qPCR has not yet been applied to quantify viable cells of L. paracasei.
The present study aimed to develop PMA-qPCR assay for quantification of L. paracasei

viable cells in probiotic yoghurt.
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2. Material and methods

2.1 Bacterial strains and culture conditions

Bacterial strain L. paracasei ATCC 10746 was acquired from the collection of
André¢ Tosello Foundation (Campinas, Sao Paulo, Brazil) and grown in De Man, Rogosa
and Sharpe (MRS) broth (Merck, Darmstadt, Germany) at 30 °C until OD600 1.0. Other
bacterial strains used as positive controls (L. paracasei FNU and L. paracasei LYQO) and
negative controls (Lactobacillus casei INCQS 500006, Lactobacillus acidophilus LA-5,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas spp., Bacillus subtilis ATCC 6051 and Bacillus cereus ATCC 14579) were
grown as described previously (Ilha et al., 2016). The starter culture containing
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus thermophilus (Y O-Flex
L812, Chr. Hansen, Horsholm, Denmark) was prepared according to the manufacturer's
protocol. Optical density (OD) of bacterial cell culture was measured at 600 nm using

Hitachi U2910 Spectrophotometer (Tokyo, Japan).

2.2 Probiotic yoghurt preparation

L. paracasei ATCC 10746 grown in MRS broth (1 L) was centrifuged (1000 xg,
20 min, 4 °C) and pellet was washed twice with 0.9% saline buffer, suspended in 200 mL
UHT milk and stored at —20 °C. The plate count was carried out in MRS agar (Ilha et al.,
2016). Pasteurized milk was heated at 85 °C for 5 min, cooled at 45 °C and the starter
culture was added. The mixture was kept at 45 °C until reaching pH 4.6, followed by
cooling to 4 °C and storage at 4 °C for 24 h in sterile glass bottles. The prepared yoghurt
was divided in two: control yoghurt (without addition of L. paracasei ATCC 10746) and
probiotic yoghurt (with addition of milk suspension containing L. paracasei ATCC 10746
in a final concentration of 8 log CFU/mL). The yoghurts were kept at 4 °C and sampling
was performed at 1 and 30 days after inoculation of probiotic bacteria. Samples were used
immediately for plate counting in MRS agar. Control and probiotic yoghurt samples (3
mL) were adjusted to pH 6.5 with 1 M NaOH, followed by addition of 1 M tri-sodium
citrate (3 mL) and centrifuged (10,000 xg, 10 min, 4 °C). Pellet was washed with 1.5%
NaCl before PMA treatment (Garcia-Cayuela et al., 2009).
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2.3 Heat treatment of Lactobacillus paracasei culture

L. paracasei ATCC 10746 was grown in 50 mL MRS broth at 37 °C until OD600
1.0, 1.5 mL of culture was placed in 24 microcentrifuge tubes, which were submerged in
water bath at 60 °C (Fritzen-Freire et al., 2013) and three tubes were removed at each
time (0, 5, 15, 30, 60 and 240 min after incubation). First tube was treated with PMA
(PMA- treated cells), second tube was control (without PMA) and third tube was used to
plate count in MRS agar. First and second tubes were submitted to centrifugation (6000
xg, 2 min), pellets were washed twice with 0.9% NaCl before PMA treatment. Heat

treatment was performed twice.

24 PMA treatment

Both heat-treated cells and yoghurt sample pellets were suspended in 500 pL
ultra-pure water and then PMA treatment was performed. PMA (Biotium Inc., Hayward,
CA, USA) was dissolved (1 mg) in ultra- pure water according manufacturer instructions
to obtain a stock con- centration of 20 mM and stored at —20 °C in the dark. Aliquots of
PMA solution was added to 500 pL heat-treated cells or yoghurt suspensions to obtain a
final concentration of 50 uM PMA (Garcia-Cayuela et al., 2009). The tubes were
incubated for 5 min in the dark (mixing to each 1 min), and then exposed for 15 min to a
500 W halogen light source. To prevent heating, the samples were placed on ice 20 cm
from light source. Afterward the tubes were submitted to centrifugation (6000 xg, 10 min)

and pellets were stored at —80 °C until DNA ex- traction

2.5 DNA extraction

DNA was extracted from heat-treated cells, control yoghurt and probiotic
yoghurt by DNAzol® method, as described by Achilleos and Berthier (2013) with
modifications. Frozen pellets were cooled to room temperature and suspended in 1 mL of
DNAzol® reagent (Life Technologies, CA, USA), 400 uL of isopropanol was added and
tubes were submitted to centrifugation (6000 xg, 6 min, 4 °C). Pellets were washed once

with 500 pL of DNAzol® reagent, carefully homogenized and centrifuged at 6000 xg, 6
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min, 4 °C. After, pellets were washed twice with 1 mL of 75% ethanol and dried at room
temperature. DNA was dissolved in 100 uL of ultra-pure water and 1 pL of RNAse A (10
mg/mL) was added. This solution was incubated at 37 °C for 30 min and transferred to
QIAsheredder™ column (Qiagen, Hilden, Germany), submitted to centrifugation at
11,800 xg for 2 min and the eluate was stored at —20 °C. DNA concentration was
estimated from measurements at 260 and 280 nm on a Thermo Scientific NanoDrop 2000

spectrophotometer (Wilmington, DE, USA).

2.6 Real-time PCR quantification

TUF primer pair was used to amplify a fragment of 161 bp of the elongation
factor Tu (tuf) gene (Achilleos and Berthier, 2013), forward and reverse primers were 5'-
TCCGGGAACTGCTCAGC-3" and 5-TGTT- TCACGAACAGGTG-3', respectively.
Quantitative real-time PCR was performed in ABI PRISM 7500 Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Amplification reactions were carried out
in tri- plicate in a final volume of 25 pL containing 12.5 pL of 2x SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems), 350 nmol/L TUF Forward, 250 nmol/ L TUF Reverse, water
and 10 ng of template DNA. All reactions were carried out under the following cycling:
2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60
°C. The fluorescence signal was measured at the end of each 60 °C step. Melting curve
analysis was performed automatically by continuous heating from 65 °C to 95 °C. All

real-time PCR runs were analyzed using automatic soft- ware settings.

2.7 Construction of standard curves

Standard curves (Cq versus log DNA copy number and Cq versus log CFU) were
prepared with serial dilutions of genomic DNA isolated from L. paracasei ATCC 10746
pure culture grown until stationary growth phase and probiotic yoghurt (1 day after
yoghurt preparation). Genomic DNA was 10-fold serially diluted in ultra-pure water to
final copy number ranging from 107 to 10° genome copies per reaction, equivalent to 32.1
to 3.21 x 107¢ ng. The number of bacterial DNA copies was calculated on the basis of
genome size (3.025 Mbp) of reference genome of the Human Microbiome Project,

Lactobacillus para- casei subsp. paracasei 8700:2 strain (GenBank GCA_000155515.2).
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The corresponding CFU was calculated based on plate counting of the same sample.

Amplification efficiencies were determined as described previously (Pereira et al., 2014).

2.8 Lactobacillus paracasei enumeration by qPCR and plate counting

Bacterial counts (CFU/mL) estimated by qPCR of L. paracasei ATCC 10746
grown in MRS broth and yoghurt samples collected at one day and 30 days after storage
were calculated as described previously (Ilha et al., 2016). Enumeration of L. paracasei
ATCC 10746 in yoghurt samples by plate counting was carried out in selective medium

as described previously (Ilha et al., 2016).
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Four standard curves of TUF qPCR assay were prepared with serial dilution of

genomic DNA isolated from L. paracasei ATCC 10746 pure culture using different

primer concentrations. Efficiency value (E) of 98% and correlation coefficient (R?) of
0.9988 were obtained using 350 and 250 nmol/L for TUF forward and reverse primers
(Fig. S1). TUF gPCR assay parameters (efficiency, slope and correlation coefficient)

were determined based on standard curves obtained from bacterial DNA isolated from

pure culture of L. paracasei ATCC 10746 and from probiotic yoghurt sample, collected

one day after preparation (Fig. 1). Six and three independent standard curves were carried

out for L. paracasei grown in MRS broth and probiotic yoghurt sample, respectively

(Table 1). The standard curves presented suitable linear correlation coefficient (R?> 0.98)

and mean efficiency of 94% for pure culture L. paracasei and 96% for probiotic yoghurt

sample. The limit of detection (LOD) for both samples was 10* genome copies,

corresponding to 32.1 pg of DNA.

Table 1: TUF qPCR parameters of standard curves for Lactobacillus paracasei ATCC 10746

quantification. DNA was extracted from L. paracasei grown in medium culture and from

probiotic yoghurt.
L. paracasei culture Probiotic yoghurt

Run Py g g P g, g
1 88 -3.6372 0.9973 103 -3.2533  0.9953
2 97 -3.3841 0.9917 94 -3.4631 0.9821
3 96 -3.4344 0.9998 92 -3.5241 0.9835
4 86 -3.717 0.9996
5 98 -3.3679 0.9993
6 95 -3.4498 0.9993

Mean 94 -3.50  0.998 96 -3.41 0.987
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Figure 1: TUF qPCR assay standard curves (350 nmol/L TUFF and 250 nmol/L TUFR) for L.
paracasei ATCC 10746 performed in six and three qPCR runs in different days using DNA
extracted from (A) L. paracasei culture and (B) probiotic yoghurt.
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3.2 PMA-treatment efficiency for viable cell quantification

In order to evaluate PMA treatment efficiency to inhibit DNA amplification of dead
cells, aliquots of pure culture L. paracasei ATCC 10746 were submitted to heat treatment
for different periods of time to obtain different amounts of viable and non-viable cells. L.
paracasei were grown in MRS broth, submitted twice to heat treatment for zero to 240
min. Aliquots were treated or not with PMA, DNA were extracted and submitted to qPCR
and PMA-qPCR, performed in three qPCR runs on different days. DNA copy number of
each sample was calculated and compared among qPCR runs and DNA extracts (Fig. 2).
In all cases, DNA copy number was reduced in PMA-treated samples when com- pared
with samples without PMA. In addition, all samples without PMA presented similar DNA
copy number, regardless of heat treatment performed. As expected, zero samples (with
and without PMA) showed DNA copy number very close between them, because they
were not submitted to heat treatment. Viable cell number decreased according to
increasing heat treatment time in PMA-treated samples, i.e., DNA copy number was

reduced from 5 minutes sample to 15 minutes sample and so on (Fig. 2).
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Figure 2: Log DNA copy number of L. paracasei ATCC 10746 estimated by qPCR (circles) and
PMA-gPCR (triangles). Cultures were submitted to heat treatment for different periods of time.
A) qPCR run 1 and DNA extract 1; B) qPCR run 1 and DNA extract 2; C) qPCR run 2 and
DNA extract 1; D) qPCR run 2 and DNA extract 2; E) gPCR run 3 and DNA extract 1; F) gPCR

run 3 and DNA extract 2.
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3.3 Lactobacillus paracasei viable cell quantification by PMA-qPCR

Viable cells of L. paracasei ATCC 10746 in heat-treated pure culture, as well

as, in control yoghurt and in probiotic yoghurt samples were quantified by plate count,
qPCR and qPCR coupled with PMA (PMA- qPCR). DNA was extracted in duplicate for
each heat-treated culture sample using DNAzol® method and submitted to qPCR assay
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(Table 2). Standard curves Cq versus log CFU were plotted using mean CFU by plate
counting of L. paracasei (Fig. S2). The same was carried out for probiotic yoghurt
samples (Fig. S3). Then, using the obtained Cq values and the equation described
previously (Ilha et al., 2016), L. paracasei count (log CFU/mL) was calculated by qPCR
and PMA-gPCR (Table 2 and Fig. 3). Average plate count of L. paracasei ATCC 10746
was 8.13 log CFU/mL for pure culture and 8.09 CFU/mL for probiotic yoghurt one day
after probiotic bacteria inoculation. Regarding heat-treatment, observed Cq values with
and without PMA were close for samples collected at zero minutes and all other samples
presented Cq values higher for PMA-treated samples than samples without PMA (Table
S1). Furthermore, differences between Cq values obtained by qPCR and PMA-qPCR
increased according to incubation period of time at 60 °C (Table S1). Yoghurt control
sample collected at one day did not present amplification signal in gPCR and PMA-qPCR
assay, Cq values for probiotic yoghurt were in the range of standard curves, from 21.16
to 38.46 (Table S2). Enumeration of L. paracasei ATCC 10746 of heat-treated samples
(Table 2) and probiotic yoghurt samples (Fig. S4) by qPCR showed values (log CFU/mL)
higher than enumeration by PMA-qPCR and plate count. Similar counts by PMA-qPCR
and plate count method were obtained for all samples. qPCR enumeration showed values
of 8.62 + 0.19 log CFU/mL probiotic yoghurt 1 day after storage and 9.67 + 0.08 log
CFU/mL for probiotic yoghurt 30 days after storage, while the enumeration by PMA-
qPCR presented values of 7.15+ 0.18 and 8.47 + 0.18 log CFU/mL for the same samples,
respectively. The plate count values were similar to CFU values obtained by PMA-qPCR:
7.31 £ 0.16 log CFU/mL and 8.41 + 0.28 log CFU/mL for probiotic yoghurt 1 and 30
days after storage (Fig. 3).
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Table 2: Comparison of L. paracasei ATCC10746 count (log CFU/mL) obtained by qPCR,
PMA- gPCR and plate count of heat-treated culture samples.

Sample gPCR “count PMA-gqPCR “count Plate count ”
(log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
0 7.57+0.21 7.33£0.58 7.34+0.52
5 7.51+0.16 520+0.41 5.63+0.27
15’ 7.59 +£0.30 5.12+0.46 5.19+0.16
30° 7.44 +0.60 4.76 £ 0.83 4,78 +0.21
60’ 7.29 +0.64 4.69 +0.57 4.74 +0.14
240° 7.07+0.61 4.89 +£0.53 446 +0.34

?Values are mean = SD (n = 12), qPCR duplicate of two independent DNA extracts
in three independent runs.
®Values are mean + SD (n = 3), triplicate plate count.

Figure 3: Comparison of Lactobacillus paracasei ATCC 10746 count (log CFU/mL)
obtained by qPCR, PMA-qPCR and plate count of probiotic yoghurt samples collected at
1 and 30 day. Each bar represents the mean = SD (n = 9) values.
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4. Discussion

PMA-qPCR has been successfully used to quantify viable cells of
microorganisms associated with different food samples, such as Escherichia coli
O157:H7, Listeria monocytogenes and Salmonella in fresh-cut vegetables (Elizaquivel et
al., 2012); Escherichia coli O157:H7 in milk (Wang et al., 2014) and Bacillus cereus in
baby cereal, pasteurized milk and rice (Forghani et al., 2015). Especially, this molecular
approach has been proposed to quantify lactic acid bacteria in food samples like L.
bulgaricus (Shao et al., 2016), L. gasseri (Oketic et al., 2015), Streptococcus

thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei and L. acidophilus (Garcia-
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Cayuela et al., 2009). In our work, viable cells of L. paracasei ATCC 10746 from heat-
treated culture medium and yoghurt were quantified by plate count, gPCR and PMA-
qPCR.

The quantification of microorganisms by qPCR using Cq value and standard
curve should consider the influence of matrix (Rizzotti et al., 2015), so it requires standard
curves using DNA extracted from target microorganisms in the relevant physiological
state and/or relevant food matrix (Ceuppens et al., 2010). In our work, standard curves
were performed with L. paracasei DNA isolated from pure culture and also from
probiotic yoghurt. The standard curves presented suitable reaction parameters, with
efficiencies ranging from 88% to 103% and R? value higher than 0.98, for both pure
culture and yoghurt, these values were comparable to qPCR assays developed to quantify
other bacteria (Cattani et al., 2016; Lv et al., 2016; Xiao et al., 2015). A reliable standard
curve should present a R? value higher than 0.95 and a slope between —3.9 and —3.0,
corresponding to PCR efficiencies between 80 and 115%, respectively (Zhang and Fang,
2006). The efficiency values ranged from 81.1% to 99.5% when TUF qPCR assay was
developed for L. paracasei quantification in cheese (Achilleos and Berthier, 2013). We
observed similar TUF qPCR parameters (Ilha et al., 2016) for L. paracasei FNU
quantification in probiotic yoghurt, with efficiency values of 95% for pure L. paracasei
FNU strain and 103% for probiotic yoghurt. However, these previous works did not
employ TUF qPCR assay coupled to PMA in order to quantify viable cell. The specificity
TUF primer was previously reported (Achilleos and Berthier, 2013).

To our knowledge the use of TUF primer to quantify L. paracasei after PMA
treatment has not been stablished yet. To verify the efficiency of PMA dye to inhibit DNA
amplification of dead cells, cells were submitted to heat treatment and mixtures of vi-
able and non-viable cells were treated with PMA before qPCR (Shao et al., 2016; Yang
etal.,2011). We evaluated PMA dye performance using DNA extracted from heat-treated
pure culture of L. paracasei ATCC 10746 collected in different periods of time. Similar
approach was employed to quantify E. coli viable cells (Takahashi et al., 2017). In their
study, PMA dye was able to differentiate between viable and non- viable cells, since
differences were observed between CFU counts obtained by qPCR and PMA-qPCR for
same samples. Observed differences show that qPCR assay detected total DNA, while
PMA-qPCR detected DNA from intact membrane cells (Takahashi et al., 2017; Truchado
et al., 2016). In heat-treated samples, L. paracasei counts by qPCR kept in 7 log CFU/mL
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for all samples, while counts by PMA-qPCR and plate count were similar and reduced
from 7 to 4.5 log CFU/mL according to increase heat treatment (Table 2). Here in single
treatment with 50 uM PMA and 15 min exposure to light was effective for viable cell
count by PMA-qPCR. L. paracasei enumeration of probiotic yoghurt one day after
bacteria inoculation showed reduction of 1 log CFU/mL when compared to inoculation
of probiotic bacteria (8 log CFU/mL). Lastly, at 30 days (expiration date) counts were 8
log CFU/mL approximately, showing to be sufficient to offer a health benefit as probiotic
yoghurt (Roy, 2005). In mixed culture cheese, all probiotic strains remained at 9 log
CFU/g, a sufficient count to exert the effects as probiotic product (Desfosses- Foucault et
al., 2012). Control yoghurt was not quantified because there was no amplification signal
in qPCR and PMA-qPCR assay and there was no growth in selective culture medium. We
observed similar results (Ilha et al., 2016) to control yoghurt samples collected at 1, 7, 14,
21 and 28 days. These results showed that there was no contamination between control
and probiotic yoghurt samples, which could generate false positive signals and equivocal
quantification of probiotic bacteria.

PMA coupled with qPCR is a powerful approach compared with culture-
dependent methods for quantification of viable cells (Tantikachornkiat et al., 2016),
especially for lactic acid bacteria enumeration (Ramirez et al., 2017). The main
advantages of PMA-qPCR are that it allows easy, simple and more precise quantification,
with less waste production. PMA-qPCR assay has already been proposed to quantify
probiotics in yoghurt samples (Garcia-Cayuela et al., 2009), but to our knowledge, PMA-
qPCR assay for Lactobacillus paracasei viable cells quantification has not been described
to date. In conclusion, our results showed that this molecular approach allowed estimation

of L. paracasei viable cell amounts associated with probiotic yoghurt.
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SUPPLEMENTARY DATA

Table S1: Cq and Tm obtained by qPCR assay using DNA extracted from heat-treated
samples.

Sample without Sample with

PMA-treatment Cq Tm PMA-treatment Cq Tm
25.01 77.72 25.02 78.90

25.24 77.55 25.33 77.91

01 22.38 78.34 01 25.57 78.88
2491 78.57 25.63 78.75

23.82 78.79 24.59 78.97

23.72 78.47 23.16 78.83

24.58 77.90 2498 78.75

24.60 77.91 25.14 77.55

02 22.02 78.70 02 25.89 78.52
23.56 78.75 23.29 78.57

22.62 78.65 22.27 78.54

24.00 78.33 23.73 78.47

25.64 77.90 33.90 78.09

25.72 77.91 31.29 78.09

51 22.50 78.70 51 31.22 78.88
23.46 78.57 31.98 78.93

22.24 78.79 30.01 78.97

23.70 78.83 30.95 79.01

24 .87 78.09 33.39 77.72

24.96 77.90 31.31 77.91

59 22.38 78.88 59 31.63 78.88
23.48 78.93 31.32 78.57

22.37 78.97 30.41 78.73

23.82 78.01 32.61 78.59

25.78 77.90 ND 62.01

25.62 77.73 324 78.99

15'1 22.87 78.34 15' 1 31.5 78.83
22.20 78.75 30.45 78.93

21.16 78.79 29.70 78.97

22.56 78.65 30.86 79.01

23.92 78.09 ND 62.02

24.28 77.91 32.74 78.99

' 21.65 78.88 . 31.65 78.56
1572 23.88 78.75 1572 33.98 78.39
23.13 78.97 29.70 78.09

24 .85 78.83 33.69 78.65

30"1 25.46 77.72 30"1 32.34 77.90




2173 7845 302 78.81
2179 7852 3593 78.88
2375 7893 3345 7893
2260  78.62 3265 7897
2414 78.65 33.64 7852
2539 77.90 3535 71.72
2258  78.63 31.09  78.79
, 2267  78.70 , 3324  78.88
30°2 2356 78.75 302 3478  78.75
2253 78.79 ND  61.78
2389  78.65 3455  78.83
2796  77.53 3449 77.72
2335 7845 3126 78.63
, 2341 7852 , 3258  78.70
601 2380 7839 601 33.09  78.75
2230  78.62 33.08  78.79
2394 7847 3271 78.83
2522 7172 3846  77.34
2222 7863 3301 78.63
, 2248 7852 , 33.63  78.16
602 2429 7857 002 3413 78.57
2305  78.62 3324  78.44
2454 7865 333 7847
2774 7734 3343 7172
2352 7827 3224 78.63
, 2365 7834 , 33.13 7852
24071 2508 7820 24071 3397 7839
2770 7827 3238  78.44
2587  78.10 3452 78.65
2669  77.53 3354 7734
2333 7827 3224 78.09
23.60 7834 3354 78.12
240' 2 240' 2
2477 7839 3413 78.63
2380  78.44 3468  78.72
2675 7847 3398 7842

90



91

Table S2: Cq and Tm obtained by qPCR assay using DNA extracted from control and
probiotic yoghurt sample.

Sample without Sample with
PMAp-treatment Cq Tm PMA-Freatment Cq Tm
nd - nd -
nd - nd -
nd - nd -
nd - nd -
Control yoghurt nd - Control yoghurt nd -
nd - nd -
nd - nd -
nd - nd -
nd - nd -
25.25 78.99 30.31 78.99
24.83 78.99 32.27 78.80
25.24 78.99 31.37 78.44
o 25.37 78.90 o 31.80 78.99
Problo(‘ic;cy yloghurt 2577 73 89 Probloc‘{;(; yloghurt 3781 73 89
25.77 78.92 31.92 78.52
24.55 78.99 28.80 78.89
24.66 78.90 30.60 78.70
24.45 78.92 31.23 78.52
25.97 78.62 25.31 78.99
24.80 78.62 25.30 78.99
24.98 78.80 25.57 78.80
o 24.92 78.79 o 25.75 78.89
Probiotic yoghurt 24.92 78.82 Probiotic yoghurt 2515 78.99
day 30 day 30
24.68 78.89 25.86 78.89
24.04 78.70 24.69 78.89
24.04 78.70 24.76 78.89
23.76 78.89 24.80 78.89

nd — not detected.
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Figure S1: qPCR standard curves using DNA extracted from L. paracasei ATCC 10746
grown in culture medium as template DNA and TUF primer pairs. (a) 300 nmol/L TUFF
and 150 nmol/L TUFR; (b) 300 nmol/L TUFF and 200 nmol/L. TUFR; (c) 350 nmol/L
TUFF and 200 nmol/L TUFR; (d) 350 nmol/L TUFF and 250 nmol/L. TUFR.
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Figure S2: TUF qPCR standard curves for L. paracasei ATCC 10746 performed in six
different days using DNA extracted from medium culture as template DNA. Cq versus
log CFU used for L. paracasei quantification of heat-treated samples.
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Figure S4: Lactobacillus paracasei ATCC 10746 counts (log CFU/mL) obtained by
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1. Introduction

Fermentation is known as a natural biological process which prepares and
preserves raw foods by extending their shelf life as well as improving sensory
characteristics such as taste and texture (Oliveira et al., 2018). Frequently, fermented
products like yoghurt are considered safe. They have low pH and this feature does not
favor the growth of many foodborne pathogenic bacteria (Cutrim et al., 2016; Kamal et
al., 2018). Despite this, many studies have reported the survival of pathogenic bacteria
such as Listeria monocytogenes, Salmonella and pathogenic Shiga-toxin producing E.
coli in diverse food matrices, especially fermented dairy products (Ahmed and
Shimamoto, 2014; Bachrouri et al., 2006; Kamal et al., 2018; Nikodinoska et al., 2019;
Oliveira et al., 2018; Rivera-reyes et al., 2019; Verraes et al., 2015). Besides that, the
production of fermented dairy products on a family scale starting from raw milk have
deep roots in many countries worldwide. The absence of a standardized thermal process
for the raw milk pose a danger to pathogen proliferation (Kamal et al., 2018; Verraes et
al., 2015). Therefore, the presence of pathogenic bacteria may pose a public health risk
as well as an obstacle to the sale or exportation of these products with the consequent
economic damage (Gillespie et al., 2006). In this sense, it is a search for preventive
measures that minimize the risk of contamination and prevent the outgrowth of foodborne
pathogen bacteria. Among these strategies, the use of biocontrol agents such as lactic acid
bacteria (LAB) and their extracellular compounds has been proposed. Diverse studies
have demonstrated that these microorganisms have antimicrobial properties against the
main foodborne pathogen bacteria without toxic effect on human health or changes in the
sensory characteristics of food matrices (Bharti, V., A. Mehta, S. Singh, N. Jain, L.
Ahirwal, 2015; Jesus et al., 2016; Kamal et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Vermeiren et
al., 2004).

Besides that, some lactic acid bacteria has been recognized as probiotics,
defined as “live microorganisms that when administrated in adequate amounts, confer
health benefits to the host” (Hill et al., 2015). Recently, the incorporation of probiotic
bacteria into food products has become a growing trend, once that consumers have been
looking for products that offer more health benefits (Ashraf and Shah, 2011; Ilha et al.,
2015).
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Yoghurt is commonly used as vehicle for the incorporation of probiotic bacteria
since it provide a good environment for the growth and proliferation of the bacteria
(Casteele et al., 2006; Ilha et al., 2015; Kamal et al., 2018; Scariot et al., 2018; Song et
al., 2012). It is made from the symbiotic growth of Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Probiotic bacteria can be added together
with starter cultures at the beginning of the fermentation process or separately after the
process (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001).

Lactobacillus paracasei has been well documented as a probiotic microorganism
and antimicrobial agent and for its technological properties has been widely used in
different food matrices (Atanassova et al., 2003; Bendali et al., 2011; Bendjeddou et al.,
2012; Carolina et al., 2007; Chiang, S.; Pan, 2012; Ilha et al., 2015; Patrignani, 2006).
Some authors demonstrated that Lact. paracasei strains are able to tolerate different pH
and temperature and high concentrations of salt, showing that this specie present suitable
technological properties for food industry (Chiang, S.; Pan, 2012; Patrignani, 2006).
Moreover, they induce rapid acidification and improve sensory characteristics such taste
and texture (Corbo et al., 2014; De Vuyst and Leroy, 2007; Ho et al., 2018; Parolo et al.,
2011).

Diverse studies demonstrated separately that some Lact. paracasei strains
present probiotic and antimicrobial properties. However, to our knowledge, there is no
information on the use of the Lact. paracasei as a probiotic and biocontrol agent
simultaneously. This study aimed to investigate the survival and tolerance of lactic acid
bacteria and pathogens under different conditions and then, to evaluate the ability to use
of Lact. paracasei as a probiotic and biocontrol agent against the main foodborne

pathogens in artisanal yoghurt.



105

2. Material and Methods

2.1 Bacterial strains and culture conditions

Five lactic acid bacteria including the traditional yoghurt fermenting strains
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus as well as
three Lactobacillus strains (Lactobacillus sakei and two Lactobacillus paracasei strains)
and twenty foodborne pathogens strains including several strains of L. monocytogenes,
Salmonella and E. coli O157 and indicator strains such as of generic E. coli, L. innocua
and Enterococcus faecium were used in this study (Table 1). The pathogens’ strains were
available from the culture collection of the Food Microbiology and Food Preservation
research unit of Ghent University, some of them own isolates, others are also part of
standard culture collections and can be retrieved from ATCC (Gaithersburg, Maryland)
or BCCM/LMG (Ghent, Belgium) Bacteria collection.

A reference stock of each strain was kept on glycerol at -80°C while a work stock
was kept at 4°C on slants of tryptic soy agar (TSA; Oxoid; Hampshire, UK) and MRS
agar (Oxoid) for the strain of pathogens and LAB respectively. To prepare the inoculum
for further experiments a with an inoculation loop culture was taken from the work stock
and LAB strains were grown aerobically in De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth
(Oxoid) at 37 °C for 24 h whereas all pathogens were grown in Brain Heart Infusion broth
(BHI, Oxoid) at 37 °C for 24h.
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Table 1: Overview of the pathogens and lactic acid bacteria strains used in the present

study.
s | e | Gl
Strain study UGent Origin
number or
number number . .
unique coding
Streptococcus thermophilus Labl 1060 LMG6896T
Lactobacillus 'delbrueckzz Lab2 1061 LMG6901
subsp. bulgaricus
Lactobacillus sakei Lab3 583 Fermented sausage
Lactobacillus paracasei Lab4 1062 Yakult Shirota
Lactobacillus paracasei Labs 1063 LBCS1
subsp. paracasei
Escherichia coli 0157:H7 Ecl 990 ATCC 700728 Human, clinical
Escherichia coli 0157:H7 Ec2 846 MB 3885 Beef carpaccio
Escherichia coli 0157:H7 Ec3 884 BRMSID 188
Escherichia coli P1 Ec4 997 ATCC BAA-1427 Ground beef
Escherichia coli K12 Ec5 ATCC 23631
Escherichia coli ESBL Ec6 - Pig carcass
Listeria monocytogenes Lil 447 LMG 23356 Jalisco cheese
Listeria monocytogenes Li2 905 12MOB089LM Meat
Listeria monocytogenes Li3 906 12MOB098LM Dairy
Listeria monocytogenes Li4 394 LMG 23194 Cheese
Listeria monocytogenes Li5 392 LMG 23192 Meat
Listeria monocytogenes Li6 034 LMG 13305 Soft cheese
Listeria innocua Li7 L030 ATCC 33090
Salmonella enterica Sal 688 RM1987 Cilantro
Thompson
Salmonella enterica Sa2 689 ATCC SL 1344
Typhimurium
Salmonellq enierica Sa3 1006 Pig carcass
monophasic Typhimurium
Salmonella enterica Sad 1025 ATCC 43845
Senftenberg
Salmonella enterica Sa5 $1024 | ATCC BAA 710 Tomato
Montevideo
Salmonella enterica Sa6 S1023 | ATCC BAA 1045 Almond
Enteritidis
Enterococcus faecium Eel E996 NRRL B-2354
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2.2 Survival and growth at low temperature and assessment of acid

tolerance

Three experiments were performed to evaluate the survival and tolerance of the
LAB and pathogens’ strains under adverse conditions. In the first experiment (Exp. I)
LAB strains were exposed to cold storage during 0, 5, 9 and 14 days. LAB strains (ca.
1000 CFU/ml) were inoculated in triplicate in 24-well plates with MRS broth (1.8 ml per
well) following the incubation in a temperature-controlled refrigerator at 7 and 12 °C
+1°C. These temperatures were chosen as they represent the reasonably foreseen range
of storage temperature of yoghurt storage. The monitoring of survival or growth was
carried out by plating on MRS agar.

In the second experiment (Exp. II) LAB and pathogens’ strains were subjected
to acid conditions at room temperature during 6 hours. LAB and pathogens’ strains were
grown twice for 24h in MRS and BHI broth at 37°C, respectively. After that, all strains
were inoculated at a concentration of ca. 6 log CFU/mL in 24-well plates in MRS or BHI
broth (1.8 ml per well) with pH adjusted to 3.5, 4.0 and 4.5 and incubated at 22 °C. These
pH levels were chosen as they represent the range of acid pH of yoghurt (pH 3.5) up to
minimum pH of growth of pathogens (pH 4.5). Samples were taken for plate count in
MRS agar (LAB) or on TSA agar (pathogens) plates at 0, 2, 4 and 6 hours.

Finally, in the third experiment (Exp. III) all strains were subjected to acid
conditions and cold storage simultaneously. All LAB and pathogens’ strains were
inoculated separately (200 pl per well) in a concentration of ca. 6 log CFU/mL in 24-well
plates with either MRS or BHI broth with pH adjusted to 4.5 (1.8 ml per well). The
inoculated well plates were incubated at 7°C and 12 °C. Samples were taken for plate

count in MRS agar (LAB) or TSA agar (pathogens) plates after 1, 7 and 14 days of

incubation.
23 In vitro assessment of the antimicrobial activity of lactic acid bacteria
strains

LAB strains were screened for their antimicrobial activity against the strains
of E. coli 0157, Salmonella and L. monocytogenes as well as the surrogate strains of

generic E. coli, L. innocua and Enterococcus faecium using the standard agar well
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diffusion assay and agar spot assay. To prepare the inoculum LAB strains were
incubated twice in MRS broth at 37 °C for 24h while the pathogens strains were grown
in BHI broth at 37 °C for 24 h.

2.3.1 Preparation of cell free supernatants

After incubation in MRS broth, LAB cells were removed by centrifugation at
5000 g for 20 min. The supernatants were recovered and filtered through membranes
(0.22 pm pore size). The supernatants were divided in two fractions: the pH value of one
fraction was adjusted to 6.5 with a sterile IN NaOH solution. After that, acid (CFS) and

neutralized (SFS) cell free supernatants were stored at 4 °C.

2.3.2 Agar well diffusion assay

Agar well diffusion assay was performed following a protocol previously
described by Kamal et al. (2018); Venkadesan and Sumathi, (2015) and Georgieva et al.
(2015). After incubation of the pathogenic strain in BHI broth at 37°C, 0.1 ml of the BHI
culture was inoculated in 20 mL of selective agar medium: Xylose-Lysine-Desoxycholate
Agar (XLD, Oxoid) for Salmonella spp.; Chromogenic Media (ALOA®, bioMérieux) for
L. monocytogenes and L. innocua ; Muller-Hinton for generic E. coli and E. coli O157
strains and Slanetz and Bartley medium (SB, Oxoid) for Enterococcus faecium. After the
agar solidified, the plates were stored for 2 hours in a refrigerator. Four wells (8 mm
diameter) were cut into agar plates and 30 pL of either neutralized (SFS) or acidified
(CFS) supernatants were added in triplicate (in three wells) in a plate. BHI broth without
inoculum was added in the fourth well as a negative control. The plates were incubated
at 37 °C for 24 h. Antimicrobial activity was confirmed by measuring the clear zone

around the wells using a Vernier caliper.

2.3.3 Agar spot assay

Agar spot assay was carried out as previously described by Schillinger and
Liicke (1989) with minor modifications. In total 10 pL of MRS culture of LAB was
spotted on the surface of MRS agar plates and incubated at 37 °C for 24 h. After that, 7
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mL of soft Muller-Hinton agar containing the pathogenic or surrogate strain at a level of
1 % was poured over the plates. The plates were incubated at 37 °C for 24 h. Inhibition

zones were checked by measurements of the diameter using a Vernier caliper.

2.4 Artisanal yoghurt preparation

One batch of yoghurt was prepared using commercial yoghurt to start
fermentation process. Therefore, approximately 5 liters of commercial pasteurized milk
bought in the local supermarket was heated at 85 °C for 5 min and cooled down to 45 °C.
Next, 500 g of commercial standard yoghurt bought in the local supermarket containing
the starter culture (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) were added to provoke acidification. The mixture was kept at 45 °C until
reaching pH 4.6, followed by cooling down to 4 °C and storage at 4 °C for 24 h in sterile

glass bottles (Figure 1 in supplementary material).

2.5 Probiotic supplementation and pathogens’ survival, present as post-

contamination, during storage of yoghurt

The yoghurt was divided in four batches with duplicate samples for each
pathogen (L. monocytogenes (Li4), S. enterica Typhimurium (Sa2) and E. coli O157
(Ec3)) and both temperatures of storage (7 °C and 12 °C) tested (Figure 2 and 3 in
supplementary material):

1) batch I was a control batch with only starter culture,

i1) batch II with starter culture and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
supplemented post-acidification,

111) batch IIT with starter culture and Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
supplemented post-acidification and addition of a pathogen strain (either L.
monocytogenes Li4 or S. enterica Typhimurium Sa2 or E. coli O157 Ec3),

iv) batch IV with starter culture and addition of a pathogen strain (either L.
monocytogenes Li4 or S. enterica Typhimurium Sa2 or E. coli O157 Ec3).

Probiotic’ suspension containing Lact. paracasei subs. paracasei (La5) was
prepared following as previously described by Scariot et al., (2018). The strain was grown

in MRS broth at 37 °C for 24h. Then, overnight culture was centrifuged (1000 x g, 20
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min, 4 °C), pellet was washed twice with 0.9 % saline buffer and suspended in 20 ml of
UHT milk in a final concentration of 8 log CFU/mL.

The same process was performed to prepare pathogen’ suspension. Each
pathogen strain was grown in BHI broth at 37 °C for 24h. Then, the pellets were
centrifugated, washed and suspended in 20 ml of UHT milk in a final concentration of 6
log CFU/mL.

In addition, all series were prepared to serve storage at two different
temperatures (7 or 12 °C). Storage occurred up to 72 hours at 7 °C with sampling done
after 0, 2, 4, 6, 24 and 72 hours. The same was done for samples storaged at 12 °C.

Thus, monitoring in duplicate of the survival of 3 pathogens (and also including
a non-inoculated control samples) at 2 storage temperatures resulted in the preparation of
48 glass bottles of 100 g of yoghurt (Figure 2 in supplementary material).

The plate counting was performed following the standard methods for pathogen

and Lact. paracasei enumeration (refer to section 2.6).

2.6 pH measurements during yoghurt production and enumeration of

pathogens and Lactobacillus paracasei during storage of yoghurt

The acidification during yoghurt production from pasteurized milk at 45°C was
monitored by measurement of the pH at 0, 2, 4, 6, 24 and 72 hours after inoculation (via
addition of the commercial standard yoghurt) using a glass electrode pH meter.

The sampling and plate counting were performed at 0, 2, 4, 6, 24 and 72 hours
after inoculation following the standard methods: 10 g of sample plus 100 mL peptone
H>0O was mixed and followed by preparation of ten-fold dilutions. After that, 100 pL of
appropriate dilution was spread in selective agar medium. For S. enterica Typhimurium
was used xylose-lysine-deoxycholate agar; Chromogenic Media for L. monocytogenes
and MacConkey agar with sorbitol, cefixime and tellurite for £. coli O157:H7. All plates
were incubated at 37 °C for 24 h.

Enumeration of Lact. paracasei subsp. paracasei in the yoghurt samples by plate
counting was performed in selective medium (LC medium supplemented with a
membrane- filtered sterile solution of 10 % (w/v) D (—) ribose (Sigma Aldrich) and 0.2
% (v/v) bromocresol green solution (Sigma Aldrich) and incubated at 30 °C for 48 hours

as described previously by Ilha et al., (2015).



111

2.7 Statistical analysis

The results of antimicrobial activity were submitted to ANOVA analysis.
Significant statistical differences were tested by Tukey test (p < 0.05). Antimicrobial
effect by Lact. paracasei added as probiotic in artisanal yoghurt were submitted to
Student’s #-test (p < 0.05). Statistical analysis was performed using Statistica 7.0 software

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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3. Results

3.1 Survival and tolerance assessment

Three experiments were performed to evaluate the survival and tolerance of the
LAB and pathogens strains at different conditions. In the first experiment, five LAB were
submitted to cold storage at 7 °C and 12 °C. All strains were able to grow at three
temperatures tested (Figure 1). LAB 1, LAB 2 and LAB 3 grew to levels over 8 log
CFU/mL during 14 days. LAB 4 and LAB 5 showed the highest growth surpassing 9 log

CFU/mL in the same time of storage.

Figure 1: Growth potential of lactic acid bacteria in MRS broth incubated at 7 and 12 °C.
Each bar represents the mean value of three replicates. Columns labelled with upper case
letters indicate that the values are significantly different from values at day 0 (p < 0.05).
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In the second experiment, LAB and pathogens were submitted at acid conditions
for 6 hours. All strains showed to tolerate the three acid conditions tested (Figure 2). LAB
strains showed a reduction of 2 and 1 log CFU/mL in samples with pH 3.5 and pH 4.0
respectively, while in pH 4.5 all LAB strains were able to keep the bacterial concentration
in 6 log CFU/mL. Enterococcus faecium count reduced in all pH tested. All Salmonella
and E. coli strains showed similar results. Bacterial counts showed a reduction of 2 log
CFU/mL approximately in samples with pH 3.5 and 4.0. In pH 4.5 the count keeps in 6
log CFU/mL after 6 hours. For Listeria strains, was observed an increase in bacterial
counts in pH 4.0 and 4.5.

At least, acid condition and cold storage were applicated simultaneously in LAB
and pathogens strains. All strains showed an increase of 1 or 2 log CFU/mL in bacterial
concentration with exception of Salmonella strains that keep the concentration in 6 log

CFU/mL when samples were storaged at 7 °C (Figure 3).
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Table 2: Survival of lactic acid bacteria and Enterococcus faecium (log CFU.mL™") during 6h incubation at room temperature in MRS broth under

acid conditions (pH 3.5; 4.0 or 4.5). The values represent the mean values (n = 3).

pH 3.5 pH 4.0 pH 4.5

Oh 2h 4h 6h | Oh 2h 4h 6h | Oh 2h 4h 6h
Streptococcus thermophilus 6.59 3.49 4.57 4.58(6.63 5.67 5.60 5.69(6.65 6.43 5.61 5.64
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 6.50 6.24 5.63 5.58|6.52 5.59 5.62 5.63[6.50 6.52 7.05 7.13
Lactobacillus sakei 6.12 598 5.74 492|16.43 599 594 5.69|6.45 5.99 6.00 5.79
Lactobacillus paracasei 6.86 6.07 597 5.68|6.83 6.09 5.86 5.81[6.80 5.96 6.02 6.14
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 6.96 6.78 6.84 6.92|6.86 6.95 6.90 6.92(6.89 6.93 6.97 6.86
Enterococcus faecium 6.88 5.59 546 4.39|6.80 5.86 5.67 5.69|6.80 5.78 5.75 5.66
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Table 3: Survival of pathogens strains (log CFU.mL"") during 6h incubation at room temperature in BHI broth under acid conditions (pH 3.5; 4.0

or 4.5). The values represent the mean values (n = 3).

pH 3.5 pH 4.0 pH 4.5

Oh 2h 4h 6h | Oh 2h 4h 6h | Oh 2h 4h 6h
E. coli O157 and generic E. coli
Escherichia coli O157:H7 6.74 5.04 528 4.99|6.73 6.61 528 4.99|6.76 6.72 6.79 6.74
Escherichia coli O157:H7 6.65 5.16 499 49 |6.73 6.62 499 49 |6.83 6.93 6.66 6.32
Escherichia coli O157:H7 6.60 599 493 3.72|16.52 6.33 493 3.72|6.87 6.81 6.61 6.45
Escherichia coli P1 6.84 5.81 429 3.76|6.83 6.25 429 3.76|6.68 6.46 6.24 5.95
Escherichia coli K12 6.51 5.68 4.41 4.13|6.66 6.74 441 4.13|6.57 6.73 6.6 6.33
Escherichia coli ESBL 649 596 4.13 3.92]16.60 6.51 6.4 596| 6.6 6.51 64 596
Salmonella spp. strains and
Salmonella enterica Thompson 6.81 5.15 4.73 3.59| 6.9 6.56 531 4.67|6.84 6.69 6.51 6.01
Salmonella enterica Typhimurium 6.93 499 39 2.67[6.92 6.09 506 3.58/6.84 6.72 6.66 6.48
Salmonella enterica monophasic Typhimurium  6.86 3.93 3.63 3.57|6.80 6.24 3.97 3.63/6.94 6.93 6.53 5.94
Salmonella enterica Senftenberg 6.62 426 3.99 3.59|6.57 455 4.01 3.66(6.83 6.79 6.57 6.23
Salmonella enterica Montevideo 6.63 3.92 3.88 3.58|6.82 455 423 39|6.72 6.77 6.77 6.39
Salmonella enterica Enteritidis 6.78 3.63 3.58 3.57 6.75 443 3.74 3.63 6.84 6.76 6.56 6.22
L. monocytogenes strains and L. innocua
L. monocytogenes LMG 23356 6.85 6.83 6.73 5.7716.96 6.87 6.77 6.78|6.96 6.95 7.99 8.97
L. monocytogenes 12MOB089LM 6.89 6.99 698 6.91(6.94 7.05 8.17 8.20(6.96 8.05 9.14 9.24
L. monocytogenes 12MOB09SLM 6.88 6.96 7.02 7.05/6.94 7.05 7.13 7.2216.97 8.01 9.01 9.08
L. monocytogenes LMG 23194 6.90 6.89 6.77 6.63/6.90 6.94 7.89 8.02|6.95 8.08 9.1 9.09
L. monocytogenes LMG 23192 6.93 6.93 6.85 6.75/6.93 8.05 8.07 8.03(6.96 8.01 9.06 9.06
L. monocytogenes LMG 13305 6.86 6.95 6.94 6.97/6.98 8.07 8.09 8.10(6.94 8.05 9.09 9.10
L. innocua ATCC33090 6.81 6.90 6.99 7.04]16.94 7.02 8.04 8.10/6.94 8.01 9.01 8.85
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Figure 2: Enumeration of lactic acid bacteria strains and Enterococcus faecium incubated
in MRS broth at pH 4.5 and stored for up to14 days at 7 and 12°C. The values represent
the mean value of three replicates.
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Figure 3: Enumeration of pathogens strains (A - Escherichia coli; B — Listeria spp.; C —
Salmonella spp.) grown in culture medium under pH 4.5 and storaged during 1, 7 and 14
days at 7 and 12°C. The values represent the mean values (n = 3).
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3.2 Invitro antimicrobial activity of lactic acid bacteria

Five LAB strains were screened for their antimicrobial activity against twenty
foodborne pathogens: Enterococcus faecium, Salmonella spp., Listeria spp. and E. coli
strains using two different methods. The antimicrobial activity was expressed as the
diameter of the inhibition zone (mm) and 5 mm as considered positive (Table 2).

All LAB strains showed antimicrobial effect against all pathogens tested using
agar spot assay. Inhibition zones showed by Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
strain (LAB 5) were significantly greater than other LAB strains (67% against E. coli
strains; 72% against Listeria strains and 100% against Salmonella strains).

Agar well diffusion assay was used to evaluate the antimicrobial effect using cell
free LAB extracts acidified (CFS) and neutralized — pH 6.5 (SFS). Cell free supernatants
acidified from all LAB strains showed inhibition effect against all pathogens tested. L.
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paracasei subsp. paracasei (LAB 5) showed the largest inhibition zones with significant
statistic difference. LAB 5 cell free supernatant acidified was positive in 67%, 84%, 90%
and 100% against E. coli strains, Salmonella strains, Listeria strains and Enterococcus
faecium, respectively.

Cell free supernatants LAB were neutralized and screened against all pathogens.
For Enterococcus faecium none inhibition zone was observed. While for Salmonella, E.
coli and Listeria strains, all LAB SFS showed antimicrobial effect. LAB 5 presented the
larger inhibition zones when compared to the others too.

Acid and neutralized cell free supernatants were able to inhibit the growth of
pathogens. Significant statistical differences between zones of inhibition were observed

between CFS and SFS. CFS showed larger zones when compared to SFS.
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Table 4: Screening of selected lactic acid bacteria strains for antimicrobial activity against the main foodborne pathogens by agar spot assay (ASA)
and agar well diffusion assay (AWD) using either acid cell free supernatant (CFS) or neutralized (pH 6.5) cell free supernatant (SFS). The threshold
for established antimicrobial activity is a diameter of > Smm; for each pathogen or surrogate strain the highest antimicrobial activity observed over
the five LAB strains included is indicated in bold per test assay. (nd: not detected).

Diameter of the inhibition zone (mm)

Streptococcus Lactobaftllus . . Lactobacillus Lactobacillus paracasei
Bacteria thermophilus delbrueckn. subsp. Lactobacillus sakei paracasei subsp. paracasei
bulgaricus
ASA AWD ASA AWD ASA AWD ASA AWD ASA AWD
CFS SFS CFS SFS CFS SFS CFS SFS CFS SFS

Salmonella spp.
S. enterica Thompson RM 1987 16.89 10.28 nd |16.9 1037  6.76|21.17 11.60  7.12(2527 1542 8.58 |34.81* 16.57" 9.02¢
S. enterica Typhimurium ATCC SL1344  17.40 9.63 nd |22.50 10.52  6.88|21.82 12.68  7.32|2527 1568 8.75¢ |34.81* 15.93" 7.72
S. enterica monophasic Typhimurium 16.88 1064 nd [21.59 1037 6.93(22.08 12.27 8.11|27.42 1598 8.74 |[27.80* 16.16" 9.12°¢
S. enterica Senftenberg ATCC 43845 15.08 1545 nd [23.67 11.79 6.74|22.17 13.82 7.43|2831* 16.04 849 [25.63 16.39" 9.26¢
S. enterica Montevideo ATCC BAA710 1673 941 nd 2549 1061 6.73|23.05 12.76 7.43(25.61 16.00" 9.17 |28.01* 15.57 9.55°¢
S. enterica Enteriditis ATCC BAA1045 16.55 15.88" nd [24.89 11.11 6.60(22.17 12.72  7.27/26.01* 15.66 9.18 [25.64 15.57 9.87°¢
Listeria spp.
L. monocytogenes LMG 23356 1848 1323 nd |25.60 1537 7.41|26.69 1472 7.07|2547 16.88" 8.24¢ |30.35* 16.79 8.21
L. monocytogenes 12MOBO0S9LM 17.23 1238 nd |15.12 1469 6.40|2341 1444 7.09|2547 1560 822 (30.35* 16.40> 8.27°¢
L. monocytogenes 12MOB09SLM 17.51 1226 nd |18.60 1539 6.29/29.93* 1572 7.20(29.63 1551 8.19 |26.00 15.77" 8.48°
L. monocytogenes LMG 23194 1642 1256 nd |2223 15.68" 6.09/25.28 15,60 7.15(25.59 1564 8.15 |26.38* 1510 8.37°¢
L. monocytogenes LMG 23192 1896 11.63 nd |1433 1531 6.20[17.60 1445 7.25|25.80* 15.63 8.14 (2541 16.50"> 8.81°¢
L. monocytogenes LMG 13305 1244 1254 nd |1491 1567 6.98|1544 1599 727(2339 1536 8.17 |24.67* 16.60" 8.37°¢
L. innocua ATCC33090 21.57 1252 nd |2325 1425 7.22|1822 1520 7.12|16.45 1635 8.06 [27.69* 16.60"> 8.45°¢
Escherichia spp.
E. coli O157:H7 ATCC 700728 13.03 1044 nd |1540 15.70> 8.27|1545 1543 7.46/20.39 1553 865 [25.22* 1558 9.19°¢
E. coli O157:H7 MB 3885 1461 1198 nd |20.88 15.84" 8.33/19.54 1549 7.21|20.39* 1553 8.88¢ |2522 1558 8.50
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E. coli O157:H7 BRMSID 188 1085 1034 nd |16.53 1437 8.16(25.84* 1475 7.20(23.60 15.61" 8.84¢ (23.74 14.19 8.36
E. coli P1 ATCC BAA 1427 11.82 1194 nd |17.88 1220 8.74(26.22* 13.58 7.75|24.32 15.85® 8.60 |2546 1472 8.87°¢
E. coli K12 ATCC 23631 1060 13.56 nd |1743 13.73 886(22.05 14.85 7.95(25.55 16.22° 9.02¢ [27.09* 15.63  8.88
E. coli ESBL 1080 10.20 nd 1047 11.51 8.85|14.76 15.61° 7.85|19.46 1550 8.63 |20.42* 1536 9.41°¢
Enterococcus sp.

E. faecium NRRL B2354 20.28 11.18 nd |21.83* 1247 nd | 1697 1224 nd | 16.12 15.6" nd 12.89  15.29 nd
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3.3 Antimicrobial activity of Lactobacillus paracasei in artisanal yoghurt

Biocontrol effect of probiotic strain against foodborne pathogens was evaluated
in artisanal yoghurt samples. The samples were inoculated with different pathogens in a
final concentration of 6 log CFU/mL and co-inoculated or not with L. paracasei subsp.
paracasei followed by storage at 7 °C and 12 °C.

L. paracasei subsp. paracasei probiotic strain was able to reduce the pathogens
counts over time. The first reduction effect of E. coli O157:H7 was observed after 2 hours
in artisanal yoghurt with probiotic strain at 7 °C and 12 °C compared with 6 hours in
normal yoghurt sample. Significant differences in E. coli O157:H7 counts with or without
probiotic strain were observed in 2h, 4h, 6h and 72 hours at 7 °C and 24 h and 72 hours
at 12 °C (Figure 4A).

Significative reductions in S. enterica Typhimurium counts were observed after
4 h, 24 h and 72 hours (Figure 4B). About 4 log CFU/mL of S. enterica Typhimurium
was eliminated in the presence of L. paracasei subsp. paracasei after 6 h of storage at
both temperatures tested compared with 1 log CFU/mL of reduction at the same time in
yoghurt without probiotic strain.

L. monocytogenes counts showed significative reduction after 4 h, 6 h, 24 h and
72 hours when storaged at 12 °C and after 6 h, 24h and 72 h at 7 °C (Figure 4C).

L. paracasei subsp. paracasei probiotic strain showed to be able to reduce
pathogens at considerable levels in artisanal yoghurt samples. Furthermore, enumeration
of L. paracasei subsp. paracasei remained a high level (about 8 log CFU/mL) after 72
hours of storage in all artisanal yoghurt samples (Table 3).

The pH in both probiotic and normal yoghurt samples was not show significative
difference (Figure 5). However, probiotic yoghurt was able to acidify faster than normal

yoghurt.
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Figure 4: Reduction effect of co-inoculation with L. paracasei subsp. paracasei probiotic strain during yoghurt production (using standard starter
cultures of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus) and against the three selected foodborne pathogens inoculated in the yoghurt
sample as post-contamination and during further storage at 7°C (A-B-C) and 12°C (D-E-F). (A/a) E. coli O157H7 BRMSID188; (B/b) S. enterica
Typhimurium ATCC SL 1344; (C/c) L. monocytogenes LMG 23194.
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( A) Triangles represent the pathogens enumeration (CFU/mL) in yoghurt samples co-inoculated with probiotic strain, while (m) represent
the pathogens enumeration without co-inoculation of the probiotic strain. * represents significant difference (p > 0.05) assessed by Student’s t-test
and thus significant different pathogen enumeration in yoghurt samples with or without co-inoculation sampled at the same time point.

Figure 5: pH measurements in normal (@) and probiotic (m) yoghurt samples during time of storage at 7 and 12°C.
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4. Discussion

The use of biocontrol agents, i.e. the use of protective cultures such as lactic acid
bacteria (LAB) and/or their extracellular compounds have been considered to avoid the
proliferation of pathogens microorganisms in food matrix (Jesus et al., 2016; Kamal et
al., 2018; Nikodinoska et al., 2019; Oliveira et al., 2018). In our work, we proposed the
use of probiotic strain as protective culture against pathogens in artisanal yoghurt
samples.

Firstly, we submitted separately lactic acid bacteria and pathogens strains to
similar processing and storage conditions of artisanal yoghurt. We investigated the
capability of the strains to survival at cold storage and acid conditions.

Acid environments are not considered optimal conditions to grow pathogen
bacteria. However, some authors have investigated the survival of foodborne pathogens
in acidic foods like mayonnaise, salad dressing, cottage cheese and yoghurt (Ahmed and
Shimamoto, 2014; Bachrouri et al., 2006; Mcingvale et al., 2000; Goel et al., 1971; Tsai
and Ingham, 1997; Akkaya et al., 2015; Elizaquivel et al., 2012; Inatsu et al., 2004). For
example, EHEC has been documented in food with pH ranging of 4.5 to 9.0 (Glass, K.
A. et al., 1992). In our work, all pathogens tested were able to survival at acid pH. The
strains were inoculated in a high level and in pH 4.5 all strains were able to keep the
bacterial concentration during 6 hours. There is an increase in bacterial counts at pH 4.0
and 4.5 in Listeria spp. counts. Mcingvale et al., (2000) showed that pathogens were able
to be cultured from a 40-day stored acidic yoghurt sample. Other studies showed that E.
coli 0157:H7 strains were able to survive under acidic conditions (pH 4.0 to 4.5) for 30
to 40 days (Goel et al., 1971; Tsai and Ingham, 1997).

Pathogens bacteria are classified into mesophiles, psychrotrophs or thermophiles
according to the range of temperature at which can grow. The lowest temperature at which
the bacteria can survive and multiply is its minimum growth temperature. Salmonella spp.
and Escherichia coli are mesophiles which generally grow between 8°C and 45 °C in lab
media or foods. Listeria monocytogenes are psychotropic bacteria able to grow between
0 °C and 45 °C (Danyluk and Schaffner, 2011; Koukkidis et al., 2017; Ziegler et al., 2019).
Refrigeration temperatures (7 °C or less) frequently are considered safe to avoid
proliferation of pathogens. However, some authors have been associated survival of

pathogens with refrigerate products (Danyluk and Schaffner, 2011; Koukkidis et al.,
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2017; Mcegan et al., 2019). Others showed that survival of pathogens like E. coli
O157:H7 is favored by acidic condition and low temperatures (Berry and Foegeding,
1997; Tsai and Ingham, 1997). We observed similar results when submitted the pathogens
strains to acid condition and cold storage simultaneously. There was an increase in
bacterial count showing that the combination of both conditions may favor the
multiplication of pathogenic microorganisms.

LAB strains were able to grow and multiply at low temperatures and acid pH
when inoculated in culture medium. They are recognized as thermophiles and mesophiles
microorganisms with optimal growth temperature of 30 °C to 37 °C and 45 °C to 50°C
respectively. However, these strains have been shown capability to adapt to environments
with adverse conditions such as low pH and temperature. (Carr et al., 2002; Ferrando et
al., 2015). In our work, LAB strains were able to survive and multiply in all cold storage
and acid conditions evaluated. The use of LAB strains in food industry represents a multi-
billion dollar industry being cheese and yoghurt products as the most produced food
commodities (De Vos, 2011). LAB strains are extremely versatile and for this reason are
widely used in food industry (FERREIRA, 2003). Besides that, some LAB strains are
known as probiotic microorganisms, defined as “live microorganisms that when
administrated in adequate amounts, confer health benefits to the host” (Hill et al., 2015;
Scariot et al., 2018). Besides the health benefits, these microorganisms have shown
antimicrobial properties against the growth of several pathogens. These properties are
associated with the production of organic acids, bacteriocins and/or hydrogen peroxide.
Species of Lactobacillus are well documented with probiotic properties and antimicrobial
activity. In our work, we evaluated the antimicrobial activity of five LAB strains in vitro
by two different methods. Antimicrobial activity is an important criterion for selection
of probiotic culture and biocontrol agent (Georgieva et al., 2015). Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei presented the best antagonistic effect against the most pathogens using
agar spot assay and agar well diffusion. The production of lactic acid during the
fermentation process reduces pH of the media, which is known to inhibit the growth of
most foodborne pathogens. The antagonistic effect is also due to the undissociated form
of the acid and its capacity to reduce intracellular pH, leading to inhibition of vital cell
functions (Georgieva et al., 2015; Kivanc et al., 2011). When we used cell free
supernatants neutralized, by agar well diffusion assay, we eliminate the putative effect of

produced organic acids. The antimicrobial activity presented is probably due the
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production of others inhibitor substances, such as hydrogen peroxide and bacteriocins.
Similar results were obtained by Kamal et al., (2018). The authors showed that L.
rhamnosus was able to significantly inhibit in vitro growth of E. coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica and Salmonella Typhimurium.
Venkadesan and Sumathi, (2015) reported that 10 LAB-isolated were able to inhibit the
growth of E. coli, Salmonella Typhimurium, Shigella, Staphylococcus aureus,
Enterobacter e Listeria monocytogenes. The authors suggest that the antimicrobial
activity against gram-positive pathogens like Listeria spp. is mainly due to the
bactericidal effect of protease sensitive bacteriocins. For gram-negative pathogens, the
effect could be attributed to the production of organic acids and hydrogen peroxide (De
Vuyst and Leroy, 2007; Georgieva et al., 2015).

From the results obtained in the evaluation of antimicrobial activity in vitro, we
observed that L. paracasei subsp. paracasei showed the best antagonistic effect against
most of the pathogen strains evaluated. Therefore, we evaluated the ability of this strain
to act as a biocontrol agent in artisanal yoghurt samples against three different pathogens.
The results were compared with regular yoghurt sample (without L. paracasei subsp.
paracasei). We also evaluate two storage temperatures of artisanal yoghurt considering
that temperature fluctuations may occur during manufacturing and storage processes. L.
paracasei subsp. paracasei probiotic strain showed to be able to reduce pathogens at
considerable levels in artisanal yoghurt samples. Similar results were obtained by others
authors using diverse LAB strains. Kamal et al., (2018) reported antimicrobial effect by
L. rhamnosus against three foodborne pathogens in yoghurt samples. Carlos et al., (2019)
showed the effect of sakacin-producing L. sakei against L. monocytogenes in fish juice.
Akbar et al., (2019) confirmed the effect of Lactococcus lactis subsp. lactis isolated from

fermented milk products against S. Typhimurium and E. coli strains.

5. Conclusion

L. paracasei has been well documented as a probiotic microorganism and for its
technological and antimicrobial properties has been widely used in different food
matrices. This study suggested that L. paracasei subs. paracasei can act as a food bio-
controlling agent. The data showed that L. paracasei subs. paracasei, supplemented after

fermentation process, was able to reduce pathogens at considerable levels in artisanal
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yoghurt samples. These findings can support the use of lactic acid bacteria and/or its
extracellular compounds as an efficient strategy to prevent foodborne outbreaks
especially in developing countries and artisanal products. Further studies are necessary to
evaluate if probiotic supplementation before fermentation process could be better and the

mechanism of biocontrol effect.
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ABSTRACT

Lactobacillus paracasei has often been added to several foods due to its probiotic
potential and the numerous technological properties it presents. The enumeration of
microorganisms belonging to the L. casei group (L. paracasei, L. casei and L. rhamnosus)
in dairy products is considered problematic due to the phenotypic characteristics and
similar nutritional requirements. Recently, the use of quantitative PCR for the
quantification of L. paracasei has been proposed, having as target gene the 16S, rRNA,
groL or tuf genes. The objective of the present work was to develop species-specific
primers for the detection and quantification of L. paracasei. From a BLAST search,
regions were selected and specificity confirmed by in silico alignment analyzes. Seven
pairs of primers were designed and tested in different concentrations by qPCR assays
using different bacterial strains as positive and negative controls. qPCR assays with the
LpNTRI1, Lapl and Lsei3 primers did not show amplification in any of the conditions
tested. qPCR with the LpNTR2 and Lap2 primers showed amplification in at least one of
the reactions, but with late Cq values. The pair of tuf primers previously designed
presented results similar to those observed by the authors. The assay with the Lseil and
Lsei2 primers showed satisfactory amplification results. It was possible to establish two

pairs of species-specific primers for the detection of L. paracasei by qPCR.

Keywords: Lactobacillus paracasei. QPCR. Specific primer. Bacterial enumeration.
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1. Introduction

Lactic acid bacteria (BAL) are often associated with food production and
preservation, as they are capable of rapid acidification and improvement of sensory
characteristics, such as taste and texture. Thus, they are used as starter or complementary
cultures in cheeses, yogurts, fermented vegetables, fermented meats, salami, wine and
beer production, sourdough and silage (CORBO et al., 2014; DE VUYST; LEROY, 2007,
MANI- LOPEZ; PALOU; LOPEZ-MALO, 2014).

In addition, BAL has been recognized as probiotic microorganisms, which when
ingested in adequate amounts confer benefits to the health of the host (PAROLO et al.,
2011; FAO / WHO, 2006). Among BAL, Lactobacillus paracasei has been frequently
added to several foods due to the probiotic potential and the numerous technological
properties that it presents (CHIANG; PAN, 2012; PATRIGNANI et al., 2006;
VINDEROLA et al., 2009).

Probiotic enumeration is extremely important. Despite this, the enumeration of
BAL in dairy products is considered problematic when the use of classical cultivation-
dependent techniques is proposed due to the extremely similar phenotypic characteristics
(GARCIA-CAYUELA et al., 2009; KAO; LIU; SHYU, 2007).

In this context, the search for fast and accurate analytical techniques are
important for the identification, monitoring and enumeration of these microorganisms.
As an alternative, there are independent cultivation methods, which are based on direct
analysis of DNA or RNA extracted from the food matrix, such as gPCR (ACHILLEOS;
BERTHIER, 2013). The technique stands out for its high efficiency, reliability of results,
high yields, an automated system, the advantage of not requiring post-reaction
procedures, and the risk of contamination, which becomes extremely low, since the
reaction and analysis are carried out in confinement (MARIA LOPEZ-CALLEJA et a.,
2013).

In microbiological analysis, the use of qPCR has solved some drawbacks that
are found in classic culture-dependent techniques and has been widely used for the
detection and quantification of microorganisms present in food. Diverse studies have
demonstrated that qPCR has become a powerful tool for the detection and quantification
of lactic acid bacteria, especially those belonging to the L. casei group, as these are

difficult to be distinguished and quantified by classical microbiology techniques.
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Few studies have reported qPCR assays for quantification of L. paracasei
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013). Some qPCR assays targeting the 16S rRNA, groL or
tuf genes have been mentioned for the quantification of L. paracasei (FURET; QUENEE;
TAILLIEZ, 2004; POSTOLLEC et al., 2011). Furet; Quénée; Tailliez (2004) did not
specify the specificity of the primers for L. paracasei, while Falentin et al., (2010)
observed cross amplifications of the primers targeting the groL, tuf and 16S rRNA genes
with species strictly related to L. paracasei: L. rhamnosus and L. casei.

Among the targets proposed for BAL differentiation, the tuf gene has been
shown to be highly variable (less conserved) between species of lactic acid bacteria,
especially those with similar characteristics, such as the species of the L. casei group, and
has therefore been considered an interesting target for detecting sequences of members
of the genus Lactobacillus (ACHILLEOS; BERTHIER, 2013; YU et al., 2012).

The present study aimed to develop new species-specific primers for the specific

detection and quantification of Lactobacillus paracasei.
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2. Material and Methods

2.1 Bacterial samples and culture conditions

Lactobacillus  paracasei CCT 7501, Lactobacillus paracasei FNU,
Lactobacillus paracasei LYO 750, Lactobacillus casei INCQS 500006 and Lactobacillus
casei CCT 0566 were grown in De Man, Rogosa and Sharp broth (MRS) at 30°.

Other bacterial strains used as negative reaction controls (Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas spp., Bacillus subtilis ATCC 6051 and Bacillus cereus
ATCC 14579) were grown as previously described by Ilha et al., (2015).

The growth of bacterial cultures was monitored through optical density at 600

nm using Hitachi U2910 Spectrophotometer (Tokyo, Japan).

2.2  Bacterial DNA extraction

For the extraction of DNA from samples of pure bacterial cultures, 1.5 ml
aliquots of sample were centrifuged at 10.000 rpm for 2 min, the supernatant discarded
and the bacterial precipitate stored at -80 °C until the moment of DNA extraction.

Bacterial precipitates of gram-negative samples were resuspended in 100 pL of
ultrapure water, frozen at -80 °C for 20 min and immediately heated in water at 100 °C
for 10 min (PEREIRA et al., 2014). The cell suspension was cooled to room temperature
and centrifuged (13,000 g/10 s). Afterwards, the supernatants were used for DNA
extraction using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit method (Promega, WI,
USA), according to the manufacturer's instructions.

For the extraction of bacterial DNA from gram-positive samples, DNAzol®
method developed by Achilleos; Berthier (2013) was used following the modifications
described by Scariot et al., (2018). At the end, the samples were stored at -20 © C for the

next steps.
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2.3 DNA quantification

DNA concentrations were determined in NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Delaware, USA), where the concentration is estimated by measuring the sample's

absorbance at 260 nm and 280 nm.

2.4 Primer design

In order to select a DNA sequence for species-specific detection of L. paracasei,
a BLAST search was performed using the complete genome of the L. paracasei strain
(GenBank accession number CP002391.1). Some regions were selected and the
specificity was confirmed by in silico alignment analyzes.

Seven pairs of primers were designed (LpNTR1, LpNTR2, Lapl, Lap2, Lseil,
Lsei2 and Lsei3) using the software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) and tested
in different concentrations. The sequences of the designed and synthesized primers were
not presented because they are data that have not yet been published.

The pair of tuf primers previously designed by Achilleos; Berthier (2013) was
also used targeting the Tu factor (tuf) gene (Table 1). The primers were synthesized by
IDT (Coralville, IA, USA).
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Table 1: Primer set designed and tested to detection and specific quantification

of L. paracasei by qPCR.

Concentration
Target gene Primer pair Reference
(nmol L)
tufF 300, 350 ) )
Elongation factor Tu (Achilleos, Berthier, 2013)
tufR 150, 200, 250
LpNTIF 200, 300
Nitroreductase This study
LpNTRIR 200, 300
LpNTR2F 200, 300
Nitroreductase This study
LpNTR2R 200, 300
LaplF 200, 300, 400
Hypothetical protein 1 This study
LaplR 200, 300, 400
Lap2F 200, 300, 400
Hypothetical protein 2 This study
Lap2R 200, 300, 400
Mannose / fructose / LscilF 100. 300. 500
acetyl galactosamine This study
system LseilR 100, 300, 500
Mannose / fructose / Lsei2F 100, 300, 500
acetyl galactosamine This study
Lsei2R 100, 300
system
Mannose / fructose / Lsei3F 100. 300
acetyl galactosamine This study
Lsei3R 100, 300
system

2.5 gPCR reactions

qPCR reactions were performed in plates containing 96 wells and with a final
volume of 25uL. 12.5 pLL of SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) was used,
the volume corresponding to the concentration of the forward primer “F” and the reverse
primer “R”, 2uL of template DNA (corresponding to 10 ng) and water to complete the
volume to 25 pL.

The amplification reactions occurred in triplicate under the following conditions:
2 min at 50 °C, 10 min at 95 °C, 40 cycles: 15 seconds at 94 °C and 1 min at 60 °C. The
qPCR runs were analyzed using the software's automatic settings. The reactions were

performed on the ABI PRISM 7500 equipment (Applied Biosystems).
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3. Results and Discussion

3.1 Bacterial DNA extraction

The yield and quality of DNA extracted from samples of gram-positive and

gram-negative bacteria are shown in Tables 2 and 3, respectively.

Table 2: Mean yield and quality of bacterial DNA extracted from gram-positive samples.

Sample Yield*ng/pL A 260/280
Lactobacillus paracasei CCT 7501 1484.,8 1,9
Lactobacillus paracasei FNU 928.,9 1,9
Lactobacillus paracasei LYO 750 236,8 1,9
Lactobacillus casei INCQS 500006 800,5 1,9
Lactobacillus casei CCT 0566 4509,8 1,9

* Mean (n=2)

Table 3: Mean yield and quality of bacterial DNA extracted from gram-negative samples.

Sample Yield*ng/pL A 260/280
Escherichia coli ATCC25922 366,4 1,9
Pseudomonas spp. 1522.,8 1,8
Bacillus cereus ATCC 14579 13,7 1,9
Bacillus subtilis ATCC 6051 69,2 1,9
* Mean (n=2)

In all DNA extractions, yields obtained were considered high and sufficient for
the following stages of the analysis. In addition, the quality of the extracted bacterial DNA
can be observed through the ratio between the absorbance measurement at 260 and 280
nm. In all samples, a ratio ranging from 1.6 to 1.9 was observed. According to the
literature, a DNA considered to be of good quality and free from interference has a ratio
(A260 / 280) of approximately 1.8 (SOMMA; QUERCI, 2006), thus confirming that the
protocols for bacterial DNA extraction used were satisfactory.

3.2 Specificity of initiators for specific detection of Lactobacillus paracasei
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The specificity of the primer pairs designed and synthesized was tested by qPCR
assay using different concentrations of primers and DNA extracted from strains of L.
paracasei as positive samples and other bacterial species as negative controls.

No amplification was observed using the LpNTR1 primer pair for either positive
or negative controls. When we tested the LpNTR2 primer pair, all L. paracasei strains
showed a positive sign in 3 out of 3 reactions, however, all amplifications showed Cq
considered late.

No amplification signal was observed using pairs of Lapl primers and the pair
of Lap2 primers showed amplification using 300 and 400 nmol L-1 of each primer
(forward and reverse), but all amplifications were nonspecific with late Cq values.

The primer pairs Lseil, Lsei2 and Lsei3 target the gene responsible for the
mannose-fructose-acetyl-galactosamine system. When Lsei3 primers were tested, no
amplification signal was observed in all reactions and samples evaluated. The Lseil and
Lsei2 initiators showed satisfactory results. When using the Lseil primers, there was an
amplification signal in 2 of the 2 reactions tested with a mean Cq value of 17.43 for the
positive control of L. paracasei, while the negative control samples did not show
amplification. Likewise, when using Lsei2 primers, positive samples have an average Cq
of 20.83 in the 2 reactions tested. The negative controls also showed no sign of
amplification.

We also used the pair of tuf primers previously designed by (ACHILLEOS;
BERTHIER, 2013), which specifically amplified the genomic DNA of L. paracasei. The
Cq values obtained for the samples of L. paracasei ranged from 18.90 to 19.90 and the
Tm values ranged from 78.00 to 78.96. Other negative controls showed non-specific
amplification with different late Cq and Tm values when compared to the L. paracasei
Tm value of 78.30, confirming the specificity of the primer pair. Pseudomonas spp. and

E. coli showed late Cq (Cg> 35 and Cg> 37.30) for 3 and 2 of 9 reactions, respectively.
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Table 4: Cq and Tm values generated from the qPCR assay using the tuf primer pair and
DNA samples extracted from different bacterial strains as a target.

DNA sample Mggn P?rscl)?a‘ie/ Tm

Lactobacillus paracasei CCT 7501 19.48 9/9 78.16
Lactobacillus paracasei FNU 19.90 9/9 78.96
Lactobacillus paracasei LYO 750 18.90 9/9 78.18
Lactobacillus acidophilus LAS 36.04 1/9 72.91
Bifidobacterium lactis BB12 nd 0/9 71.82
Escherichia coli ATCC 25922 38.30 2/9 77.95
Pseudomonas spp. 37.43 3/9 69.43
Starter culture (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) nd 0/9 73.51

10 ng of template DNA, nd means not detected with Cq> 40.
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Table 5: Cq and Tm values generated from the qPCR assay using primer pairs LpNTR1 and LpNTR2 at concentrations 200 and 300 nmol L and
DNA samples extracted from different bacterial strains as a target.

LpNTR1 LpNTR2
200 nmol L™ 300 nmol L! 200 nmol L! 300 nmol L'
DNA sample* Mean Positive/ Ty Mean Positive/ Ty Mean Positive/ T Mean Positive/ Tm
Cq Total Cq Total Cq Total Cq Total
Lactobacillus paracasei CCT 7501 nd 0/3 7232  nd 0/3 70.13  35.64 3/3 76.77  35.98 3/3 76.88
Lactobacillus paracasei FNU nd 0/3 77.99 nd 0/3 7297 35.51 3/3 76.77 34.67 3/3 76.88
Lactobacillus paracasei LYO 750 nd 0/3 84.02 nd 0/3 78.39 37.01 3/3 76.65 35.71 3/3 76.50
Lactobacillus casei CCT 0566 nd 0/3 7829 nd 0/3 77.95 35.95 3/3 70.31 3597 3/3 72.57
Lactobacillus acidophilus LA 5 nd 0/3 8591 nd 0/3 79.15 nd 0/3 62.20 nd 0/3 62.12
Bifidobacterium lactis BB 12 nd 0/3 7427 nd 0/3 73.91 33.68 3/3 65.85 36.09 3/3 78.96
Bacillus subtilis ATCC 6051 nd 0/3 75.61 nd 0/3 71.58 36.72 3/3 65.07 36.26 3/3 79.65
Bacillus cereus ATCC 14579 nd 0/3 87.01 nd 0/3 86.65 38.63 1/3 75.06 38.35 1/3 73.47
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/3 86.52 nd 0/3 86.21 36.55 1/3 80.37 34.51 3/3 81.16
Pseudomonas spp. nd 0/3 78.17 nd 0/3 70.57 34.01 1/3 65.68 33.35 3/3 77.00

“10 ng of template DNA, nd means not detected with Cg> 40.
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Table 6: Cq and Tm values generated from the qPCR assay using the Lap1 and Lap2 primer pairs at concentrations 200, 300 and 400 nmol. L-1
and DNA samples extracted from different bacterial strains as a target.

200 nmol L 300 nmol L 400 nmol L
Primer DNA sample Mean Positive/Total  Tm Mean Positive/Total Tm Mean Positive/Total Tm
Cq Cq Cq

Lactobacillus casei CCT0566 nd 0/3 80.71 nd 0/3 69.37 nd 0/3 63.82

Lapl Lactobacillus paracasei CCT 7501  nd 0/3 86.15 nd 0/3 69.92 nd 0/3 62.8
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/3 84.81 nd 1/3 68.64  nd 0/3 73.52
Pseudomonas spp. nd 0/3 77.06 nd 0/3 63.70 nd 0/3 62.23

Lactobacillus casei CCT0566 nd 0/3 73.58  37.44 2/3 68.39 37.74 2/3 68.27

Lap2 Lactobacillus paracasei CCT 7501  nd 0/3 64.67 nd 0/3 66.69 39.49 1/3 68.39
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/3 70.47 nd 0/3 61.99 nd 0/3 65.34
Pseudomonas spp. nd 0/3 62.60 nd 0/3 65.04 38.29 1/3 65.28

"10 ng of template DNA, nd means not detected with Cq> 40.
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Table 7: Cq and Tm values generated from the qPCR assay using primer pairs Lseil, Lsei2 and Lsei3 at concentrations 100 and 300 nmol.L-1 and

DNA samples extracted from different bacterial strains as a target.

100 nmol L 300 nmol L!

Iniciadores Amostra bacteriana* mgccilio Positivo/Total Tm m(éjccilio Positivo/Total Tm
Lactobacillus paracasei CCT 7501 17,43 2/2 77,02 17,43 2/2 77,20
Lseil Lactobacillus casei CCT0566 nd 0/2 86,63 nd 2/2 82,72
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/2 63,79 nd 2/2 68.64
Lactobacillus paracasei CCT 7501 20,83 2/2 79,20 20,83 1/2 78,38
Lsei2 Lactobacillus casei CCT0566 nd 0/2 86,63 nd 0/2 62,34
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/2 70.47 nd 0/2 61.99

Lactobacillus paracasei CCT 7501 nd 0/2 77,30 nd 0/2 62,71
Lsei3 Lactobacillus casei CCT0566 nd 0/2 89,16 nd 0/2 65,97
Escherichia coli ATCC 25922 nd 0/3 70.47 nd 0/2 62,87

"10 ng of template DNA, nd means not detected with Cq> 40.
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4. Conclusion

Classical microbiological methods, known as culture-dependent methods, are
used to identify and quantify lactic acid bacteria in food matrices. However, species
belonging to the genus Lactobacillus, especially members belonging to the L. casei group
(L. casei, L. paracasei and L. rhamnosus) are difficult to be distinguished by classical
methods, since they have similar nutritional and growth needs.

Thus, the replacement of classical microbiology by independent cultivation
methods, especially those based on molecular approaches, has been growing significantly
and gaining ground in food science. Quantitative PCR has represented the basic technique
of independent culture methods.

In this context, the present work had as its main objective the development of
species-specific primers capable of specifically identifying and distinguishing the
Lactobacillus paracasei strain. Thus, these primers can be used to quantify this strain
when present in foods, such as probiotic foods.

It was possible to design two pairs of primers that were species-specific for the
detection of L. paracasei. These two pairs of primers target the gene responsible for the
mannose / fructose / acetyl-galactosamine system. The Cq values obtained for the positive
samples were satisfactory at the tested concentrations. In addition, the primer pairs did

not show amplification for the negative control samples, confirming their specificity.
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CONSIDERACOES FINAIS

Recentemente, a incorporagdo de microrganismos probidticos em produtos
alimenticios tornou-se uma tendéncia crescente. Os consumidores tem procurado por
alimentos que oferecam satisfacdo, bem-estar e mais beneficios a saude, além da fungao
de nutricao.

Lactobacillus paracasei tem sido bem documentada como um microrganismo
potencialmente probidtico e por suas propriedades tecnologicas e antimicrobianas tem
sido amplamente utilizada em diferentes matrizes alimentares.

O monitoramento da viabilidade celular de microrganismos quando inseridos em
matrizes alimentares ¢ de extrema importancia para garantir a qualidade e o padrao de
identidade do produto. Assim, a busca por técnicas que sejam rapidas, sensiveis e precisas
sdo importantes para a identificagdo, o monitoramento ¢ a quantificagdio dos mesmos.
Esse estudo propds um ensaio PMA-qPCR para o monitoramento da viabilidade celular
de L. paracasei em amostras iogurte probiodtico durante o periodo de vida de prateleira do
produto. Os resultados mostraram que o uso de PMA em conjunto com a técnica qPCR ¢
uma poderosa ferramenta comparado com abordagens dependentes de cultivo para a
quantificagdo rapida de células viaveis, especialmente de bactérias probidticas.

Este estudo também relatou a atividade antimicrobiana demonstrada por estirpes
de L. paracasei contra os principais microrganismos patogénicos transmitidos por
alimentos. Os dados sugerem que o uso de L. paracasei e/ou de seus compostos
extracelulares podem ser uma estratégia eficiente para prevenir surtos de origem
alimentar em produtos artesanais e assim, manter a tradi¢do e culturabilidade de produtos

artesanais e familiares que sdo tdo importantes em diversas regides do mundo.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Propi divem monoarids (FMA) oonpled with gPCR has been sucoessfn Ty used for spedi fic quantification of vishle
Prespidiss s e (Pl O bacteria cells in diverse matrices food. The present stud y aimed to develop FMA-gPCH ascay for quanti fimtion of
HOEEER] Laciobad s paracass visble cells in probiotic yoghuwnt. L poracess grown in culiure medium was submitied to
Epanls heat treatmentat 60 °C for different periods of time 2and probiotic yoghunt contining L. parasssed were prepaned
Lo e ooz Bl bt and siored at 4°C for 30 days. The viable cells were quantified using gPCHR and PMA-qPCH assays targeting agf

Pumiial compasmmdl snalind bn o artels

Qrastaie PCR geneand also by plate counting. Standard aorves wers prepaned and mean afficiency obtained was 94% and 96%
v —— (R* = 0.94) to L parasoted in culture medium and probiotic yoghurnt stored one day, respecivey. The limit of
Tairpuidivon s & detection (LOD) for both samples was 10" gemome copiss, comesponding 1o 32,1 pg of BNA. For vishle =ik

quantification, standard aurves Cq versus log CFU were plotied using mean CFU by plaie counting of L. parasa i
grown in alue medinm and probiotic yoghunt. Results obtained for L poracess heat rested cells wae con-
cordant by PMA-gPCH and plate count, CFU decreased 25 the heat treatment time incneassd, while gPCR count
remained constant [ poracess enumerations obtzined by qPCR for probiotic yoghunt stored one day and
30 days were higher than emmerations by PMA-q PCR for the same samples. The plate count valnes were similar
to CFU values obtained by PMA-qPCH These results showed that PMA-gPCH is 2 powerful approadh companed
with cubure-dependent methods for quantifimtion of L paracass vishle cells in yoghurt. PMA-gPCR allowed
relizhle obtined results much fster than plae counting.

methads, are wsed 1o idemify and quamtify Bifidobagterim  and
Lacwbacillis species in food. For Bifibbageriun, thers am selective
cultre media bated o mupimcin which facilitate their enumemation

1. Introduction

Yoghurt or similar matrices food have been commonly used as ve

hicke for the incorporation of probiotic micrmomganisms, defined a “live
microorganims that when administmied in adequate amounis, conker
health benefits to the host™ (Hill & al, 2014)L To exert these benefits,
the concentration of live probiotic bactera neads to be approsdmately
6 log CFU/mL at the time of product consumplion (Roy, 2006). Lactic
acid bacteria are commonly used as probdiotic, and are often ssociated
with food production and preservation, once they induce rapid acid-
ification and improve sensory charscterstios, such a8 e and bedure
{Corbo e al., 2014; Leroy and De Vuyst, 2004; Mani-Lopez « al., 2014,
Parmdo e al., 20111 Species of Lactobacilbes and Bifidobacteriom are the
mist used ones (Morales Villareal e1al , 2013), especially Lacobadls
paracassi (Alonse Burit and Izay Saad, 2007, Chiang and Pan, 301Z;
Davis, 2014; Tha et al., 2015 Patrignani e al, 2006; Vindemla e al,
20

Qassical microbiokgical methods, ako known as el e -de pendent
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Wikova et al, 2015), however differentiation of Lacobacilics Species
requires congiderable effort based on selective media and colony mor-
phology (Kao el al, 2007). Specific enumerstion of genstically close
related species belmging L. cosd group (L paracassd, L. cased and Lo
rharmnosus) & compromised due 1o the similadty in growth require
ments and morphology (Talnseo et al, 2007). Differentiation of these
species is difficult (Bottari e al, 20017) and their nomenclatume and
clasmification are suljects of recent discussion (Wuyis et al, 20171
Culture-independent DNA-lased methods have been used a5 an al
ternative 1o clasical methods, mainly gPCR has been widely used for
specific meterial species detection and quantification in diverse food
matrices (Cocolin et al, 2013, Garcia-Cayuela e al, 2000, Kao et al,
2007; Podeur e al, 2015) However, the inability of differentation
betwesn viable and non-viable celk remming an important ineon-
venience, sinte qPCR amplifiess free DNA able to pemsist in the
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